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RESUMEN

Se evaluaron los métodos utilizados en el Laboratorio de Andlisis Quimico y Aguas
de la Universidad de Narifio, para el analisis de fésforo total en aguas y lixiviados,
con base en la NTC-ISO/IEC 17025:2005 “Requisitos Generales para la
Competencia de Laboratorios de Ensayo y de Calibracién”.

La metodologia se estructur6 en 2 fases: En la primera, se realizé un diagndéstico
de la situacion actual del Laboratorio con respecto al parametro de fosforo total,
mediante la ejecucién de una auditoria interna con base en la NTC-ISO/IEC
17025:2005, resultando el 82% del cumplimiento de los requisitos de gestion.
Respecto a los requisitos técnicos, fue evidente el incumplimiento del numeral 5.4
de la norma, referente a la validacién de los métodos y a la estimacién de la
incertidumbre.

En la segunda fase, para cumplir con los requisitos técnicos se validaron los
métodos colorimétricos Cloruro estafioso y Acido ascorbico usados para el andlisis
de fésforo total, mediante la estimacion de los parametros de desempefio; ademas
de evaluar el efecto matriz y estimar la incertidumbre. Como resultado, para el
analisis de fosforo total por los dos métodos colorimétricos, se obtuvieron
adecuados niveles de precision, exactitud y linealidad en el intervalo de
concentraciones comprendido entre 0,1 y 1,2mg de P/L; aunque el método del
acido ascorbico presenté una mejor linealidad y mayor sensibilidad; el porcentaje
de efecto matriz calculado estuvo entre 99 y 101%, demostrando que no es
significativo el efecto matriz en cada muestra analizada; se compararon los
métodos analiticos validados, obteniéndose como resultado que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre éstos y se comprobd que la
incertidumbre debida a la concentracion de fésforo total obtenida a partir de la
curva de calibracion y la incertidumbre de la precision de las muestras
contribuyeron aunque no de manera significativa, a la incertidumbre de medicién.

PALABRAS CLAVES: Sistemas de calidad, auditoria interna, validacion del
método analitico, estimacién de la incertidumbre.



ABSTRACT

The methods used in the Chemical Analysis and Water Laboratory of University of
Narifio, for analysis of total phosphorus in water and leachate, were evaluated
based on the NTC-ISO / IEC 17025:2005 "General Requirements for the
Competence of Testing and Calibration Laboratories."

The methodology was structured in two phases: In the first, a diagnosis of the
current situation of the laboratory with respect to the parameter of total
phosphorus, by performing an internal audit based on the NTC-ISO / IEC 17025:
2005, resulting in 82% compliance management requirements. With regard to
technical requirements, it was apparent breach of section 5.4 of the rule
concerning the method validation and uncertainty estimation.

In the second phase, to meet the technical requirements colorimetric methods
stannous chloride and ascorbic acid used for the analysis of total phosphorus, by
estimating performance parameters were validated; besides evaluating the matrix
effect and estimate the uncertainty.As a result, adequate levels of precision,
accuracy and linearity was obtained within the range of concentrations comprised
between 0.1 and 1,2mgP / L for total phosphorus analysis by two colorimetric
methods;although ascorbic acid method presented better linearity andgreater
sensitivity;the percentage of matrix effect was calculated between 99 and 1019%,
demonstrating that the matrix is not significant effect in each sample analyzed;
validated analytical methods were compared, resulting in no statistically significant
difference was found between them and the uncertainty due to total phosphorus
concentration obtained from the calibration curve and accuracy uncertainty they
contributed samples although not significantly to the measurement uncertainty.

KEY WORDS: Quality systems, internal audit, validation of the analytical method,
uncertainty estimation.
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LOQ
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IEC
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ICONTEC
IDEAM
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APHA
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ANOVA
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Sistema de Gestion de Calidad

International Electrotechnical Commission (En espaiiol:
Comision Electrotécnica Internacional)
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Food and Drug Administration

Infraestructura de la Calidad

Cumplimiento del requisito
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L
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Ref

Subsistema Nacional de Calidad
Infraestructura de Calidad
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Referencia
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INTRODUCCION

El Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas de la Universidad de Narifio, el cual
hace parte de los Laboratorios de Proyeccion Social, funciona en la Seccion de
Laboratorios y Equipos, se encuentra en la categoria de Laboratorios de ensayo,
realiza andlisis que estan enfocados a la caracterizacibon de aguas
residuales, crudas, potables y lixiviados, atendiendo la demanda de los
sectores académico, industrial y de la comunidad en general, cumpliendo las
exigencias de un sistema de gestion de calidad basado en la NTC-ISO/IEC
17025:2005.Los servicios que presta este laboratorio, deben cumplir con requisitos
de norma para suministrar informacion confiable sobre las caracteristicas de la
matriz analizada, requiriendo de procedimientos de control y aseguramiento de la
calidad que garanticen la calidad de los ensayos y permitan demostrar la
competencia técnica del laboratorio.

Este laboratorio ofrece a la comunidad servicios de analisis fisicoquimico y
microbioldgico en la matriz agua, para la determinacion de diferentes parametros
gue puedan alterar su calidad segun su uso. Sin embargo, dentro de estos
parametros, el laboratorio no cuenta con suficiente evidencia estadistica para el
analisis de fosforo total en aguas y lixiviados, debido a que no se han realizado las
validaciones correspondientes de los métodos analiticos usados para su
determinacién y no cuenta con una implementacion completa de la NTC-ISO/IEC
17025;lo que ha limitado su capacidad técnica y de gestién. Es asi como el
laboratorio en busca del mejoramiento continuo y el mantenimiento de su sistema
de calidad, ve la necesidad de evaluar los métodos analiticos usados en él para
determinar fésforo total en aguas y lixiviados con base en la NTC- ISO/IEC
17025:2005 “Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de
ensayo Yy calibracion”. Esto implica la evaluacion completa de todo el sistema de
calidad del laboratorio, la validacion de la metodologia y la estimacion de la
incertidumbre del parametro fosforo total para dar cumplimiento a los
requerimientos establecidos por esta norma internacional. Por lo tanto, esta
situacién contribuird sin duda alguna a conseguir mejoras en la calidad y eficiencia
del servicio prestado por el laboratorio, a aumentar la competitividad y a generar
resultados confiables, ya que todos sus procedimientos se llevaran a cabo de una
manera sistematica, segura, confiable y con altos indices de calidad.

De esta manera, este proyecto se consolida como un aporte fundamental para
lograr los propésitos planteados consistentes en contribuir con el proceso de
implementacion de la NTC-ISO/IEC 17025 en el Laboratorio de Analisis Quimico y
Aguas, asegurando la capacidad técnica y de gestion de los procedimientos
llevados a cabo dentro de él.

24



1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los métodos analiticos usados en el Laboratorio de Analisis Quimico y
Aguas de la Universidad de Narifio para determinar fésforo total en aguas y
lixiviados con base en la NTC- ISO/IEC 17025.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.Diagnosticar la situacién actual del Laboratorio de Andlisis Quimico y Aguas de
la Universidad de Narifio para la determinacion de fésforo total en aguas y
lixiviados con respecto al cumplimiento de la NTC-ISO/IEC 17025.

2. Elaborar un plan de accién para el Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas de
la Universidad de Narifio con base en la NTC-ISO/IEC 17025.

3. Validar los métodos analiticos usados en el Laboratorio de Andlisis Quimico y
Aguas de la Universidad de Narifio para la determinacion de fésforo total en aguas
y lixiviados con base en la NTC-ISO/IEC 17025.

4. Comparar los métodos analiticos usados en el Laboratorio de Analisis Quimico
y Aguas de la Universidad de Narifio para la determinacion de fésforo total en
aguas y lixiviados.
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2. ESTADO DEL ARTE

En Colombia, la infraestructura de la calidad es el Subsistema Nacional de Calidad
(SNCA), que es un conjunto organizado de instituciones publicas y privadas de
normas, procedimientos, e instrumentos legales y técnicos, con los que el Estado
y el mercado buscan:

-Incrementar la competitividad

-Facilitar el comercio

-Ofrecer al consumidor garantias e informacién

-Proteger la vida, la salud y el medio ambiente

-Promover el mayor desarrollo de la ciencia y la tecnologia.

Estos objetivos definen dos campos de accidn del sistema nacional de calidad: el
primero de seguridad y proteccion, y el otro, de competitividad y productividad.
Lograr esos objetivos requiere de la armoniosa articulacion de varios
componentes: normalizacion técnica, elaboracion y expedicién de reglamentos
técnicos, evaluacion de la conformidad, metrologia y acreditacion. Estos
componentes son los que definen la infraestructura de calidad.

2.1. LA INFRAESTRUCTURA DE LA CALIDAD Y LA EVALUACION DE LA
CONFORMIDAD

2.1.1. Infraestructura de la Calidad

Esta es una compleja red de estandares, regulaciones técnicas, metrologia,
certificacién, laboratorios de ensayo, organismos de acreditaciéon y de evaluacion
de la conformidad, a los que se agregan ademas, las tecnologias de gestion y
control de la calidad.

Las funciones bésicas de un sistema de infraestructura de la calidad (IC)
comprenden un conjunto de técnicas y procedimientos para codificar, analizar,
normalizar y medir diferentes aspectos de un producto o proceso productivo.?

La figura 1 presenta el esquema de los cinco elementos claves que conforman una
infraestructura de calidad: normalizacion, metrologia, acreditacion, certificacion y
laboratorios de ensayos.

L VALENCIA, Jorge y Grupo de Investigacion en Innovacion y Empresarismo (GUIE). Estudio del impacto de
la evaluacion de la Conformidad en Colombia. Proyecto de investigacion. Medellin: Universidad EAFIT
Escuela de Administracion, 2012. 127p.

2 ORGANISMO NACIONAL DE ACREDITACION DE COLOMBIA. La Acreditacién en Colombia. Ministerio de
Comercio, Industria y Turismo. Bogota D.C.: El Organismo, 2010. 36p.
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Figura 1. Componentes de una Infraestructura de Calidad (IC)*

A continuacién se explica brevemente cada uno de estos componentes.
2.1.2. Evaluacion de la Conformidad

Un aspecto transversal a la infraestructura de la calidad es la evaluacion de la
conformidad que se basa en pruebas o ensayos sistematicos para determinar si
un sistema, proceso, producto/servicio o persona cumplen con ciertos requisitos
especificados en normas u otros documentos considerados como estandares. La
norma NTC-ISO/IEC 17000 define la evaluacion de la conformidad como la
“‘demostracion de que se cumplen los requisitos especificados relativos a un
producto, proceso, sistema, persona u organismo™*

En la figura 2 se representa la relacion entre la evaluacion de la conformidad y la
infraestructura de la calidad

SVALENCIA, Jorge y Grupo de Investigacion en Innovacion y Empresarismo (GUIE). Op. cit., p. 12
* INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMALIZACION Y CERTIFICACION. Norma Técnica Colombiana NTC-
ISO17000. Evaluacion de la conformidad: vocabulario y principios generales,Bogota. ICONTEC. 2005, 16 p.
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Figura 2. Evaluacion de la conformidad bajo una infraestructura de la calidad®

2.1.3. Normalizacion Técnica
Las normas y los reglamentos técnicos son el producto de la normalizacion.

Las normas técnicas establecen reglas, guias o caracteristicas para productos o
procesos y para métodos de produccion; implican transferencia de tecnologia,
propenden por el desarrollo sostenible y facilitan el comercio a través de la
promocién de la seguridad, la calidad y la compatibilidad técnica. Estas normas
son de caracter voluntario.

A diferencia de las normas técnicas, los reglamentos técnicos si son obligatorios.
Mediante un reglamento técnico el Estado establece como obligatorios requisitos o
caracteristicas que un determinado producto debe cumplir, o las condiciones del
proceso o método de produccién.®

2.1.4. Metrologia

Se refiere a la tecnologia y ciencia de la medicion, por intermedio de ella se pone
a disposicibn magnitudes y métodos de medicion que permiten contribuir a la
definicion de estandares (normas voluntarias y reglamentos técnicos) y evaluar su
cumplimiento. La metrologia asegura a través de las calibraciones de los
instrumentos de medicion que se conozca y pueda verificar la exactitud de una
medicion.

5 .
Ibid., p. 13
® ORGANISMO NACIONAL DE ACREDITACION DE COLOMBIA. Op. cit., p.9-10
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2.1.5. Acreditacioén

La norma NTC-ISO/IEC 17000 define la acreditacion como la “atestacion de
tercera parte relativa a un organismo de evaluacion de la conformidad que
manifiesta la demostracion formal de su competencia para llevar a cabo tareas
especificas de evaluacion de la conformidad”’. Para entender mejor esta definicion
es importante precisar que la atestacion se entiende como la declaracion sobre los
resultados obtenidos a partir de la revision del cumplimiento de los requisitos
especificados y la tercera parte es un organismo independiente e imparcial con
respecto a la entidad objeto de la declaracion.

La entidad que realiza la acreditacion se reconoce con el nombre de organismo
nacional de acreditacion y generalmente es Unico para cada pais. Para Colombia,
el organismo de acreditacion es la ONAC, Organismo Nacional de Acreditacion de
Colombia 'y ellnstituto de  Hidrologia, Meteorologia y  Estudios
Ambientales (IDEAM), una entidad gubernamental dependiente del Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible.

2.1.6. Laboratorios de ensayo

Son entidades publicas o privadas que ofrecen servicios de ensayo, analisis o
pruebas de laboratorios.

Los laboratorios de ensayos pueden ser organizaciones independientes que
prestan sus servicios a cualquier organizacion o persona que lo requiera o también
pueden ser parte de una organizacion mas grande cuya finalidad no es la
prestacion de servicios de ensayos, sin embargo requieren de ellos para el control
de calidad de sus procesos y productos.?

2.2. SISTEMAS DE CALIDAD

La calidad, es sin6nimo de una buena gestion empresarial, en donde se entregan
productos y se prestan servicios competitivos. Los sistemas de calidad son un
conjunto de acciones planificadas necesarias para garantizar la confianza de que
un bien o un servicio conseguira satisfacer las necesidades y expectativas de los
clientes. En los sistemas administrativos se realiza la planificacion, control y
manejo de los recursos humanos relacionados con los sistemas de gestion de
calidad. Estos sistemas son conjuntos interrelacionados con planes, politicas,
procesos, procedimientos, personal y tecnologia que se necesitan para cumplir
con los objetivos de una organizacion. Los sistemas técnicos se refieren al
aseguramiento de la calidad en el disefio de los bienes, a la planificacion,
aseguramiento, control, mejoramiento y disefio de los procesos de manufactura, o

7 .
Ibid., p. 5.
8 VALENCIA, Jorge y Grupo de Investigacion en Innovacion y Empresarismo (GUIE). Op. cit., p. 19
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de prestacion de servicios, controlando los materiales que se consumen en la
produccion intermedia y los bienes terminados o el servicio final entregado.

Los sistemas de calidad se establecen para: mejorar el desempefio, coordinacion
y produccion, lograr un enfoque directo hacia los objetivos de la organizacion y
hacia sus clientes, conseguir y mantener la calidad de los bienes y servicios con el
fin de satisfacer las necesidades implicitas y explicitas de los clientes, abrir nuevas
posibilidades en el mercado y lograr la permanencia en él, y por ultimo, estar en
capacidad de competir con organizaciones mas grandes.’

La implementacion de los Sistemas de Gestion de la Calidad, se realiza dentro de
algun marco de trabajo que pueda servir como referente para que la misma no se
lleve a cabo de manera poco estructurada, incompleta o arbitraria.*

Para establecer los sistemas de calidad, se han disefiado una serie de
especificaciones estandares y normas internacionales; de las cuales las mas
utilizadas a nivel mundial son las editadas y revisadas por la Organizacion
Internacional de Normalizacién (1ISO).''La importancia de este fenémeno es cada
vez mayor; actualmente el nimero de laboratorios que utilizan la NTC ISO
17025:2005 como guia para implementar y obtener la acreditacion del sistema de
calidad se incrementa afio tras afo.

La aparicibn de estas normas facilita la armonizacion de los enfoques de los
sistemas de calidad y su utilizacion se orienta en dos lineas definidas. Por un lado,
como guia o directriz para el desarrollo, implementacion y evaluacién interna y
externa del sistema de calidad y por otro como marco de referencia para la
obtencién de resultados confiables y certeros que satisfagan las necesidades de
los clientes: primicia de la acreditacién.™

2.2.1. NORMAS ISO

ISO (Organizacion Internacional de Normalizacién) e IEC (Comision Electrotécnica
Internacional) forman el sistema especializado para la normalizacion mundial. Los
organismos nacionales miembros de ISO e IEC participan en el desarrollo de las
Normas Internacionales a través de comités técnicos establecido por la
organizacién respectiva, para tratar con campos particulares de la actividad
técnica.

*RODRIGUEZ, Julieth Fernanda. Documentacion de los Requisitos de equipos de la Norma NTC-ISO/IEC
17025:2005 para el Laboratorio EMICAL LTDA. Trabajo de grado Microbidlogo Industrial. Bogota, D.C.
Pontificia Universidad Javeriana. Facultad de Ciencias. Carrera de Microbiologia Industrial, 2008. 46p.

1 PARRA, Deiby y POPO Oscar. Documentacion de la Norma Técnica Colombiana ISO/IEC 17025 en el
Laboratorio de Metrologia Topografica en la Universidad del Quindio. Trabajo de grado Ingeniero Industrial.
Pereira: Universidad Tecnoldgica de Pereira. Facultad de Ingenieria Industrial, 2010. 65p.

“RODRIGUEZ, Julieth Fernanda.Op. cit., p. 15

2 pARRA, Deiby y POPO Oscar.Op. cit., p 39
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Los comités técnicos de ISO e IEC, colaboran en campos de interés mutuo. Otras
organizaciones internacionales publicas y privadas, vinculadas a I1ISO e IEC,
también participan en el trabajo. En el campo de la evaluacion de la conformidad,
el Comité de ISO para la evaluacion de la Conformidad (CASCO) es responsable
del desarrollo de Normas y Guias.

La Norma ISO/IEC 17025 fue preparada por el Comité de ISO para la evaluacion
de la Conformidad (CASCO); fue circulada para su voto a los organismos
nacionales tanto de 1ISO como de IEC, y fue aprobada por ambas organizaciones.
Esta segunda edicion anula y reemplaza a la primera edicion (ISO/IEC
17025:1999), la cual ha sido revisada técnicamente.®

2.2.1.1. NTC ISO/IEC 17025

Para los laboratorios de ensayo y calibracién existe la norma NTC ISO 17025 (18
de Abril de 2001) que opera en concordancia con NTC ISO 9001 y NTC I1SO 9002.
Aunque a diferencia de la NTC ISO 9001, la norma ISO 17025 hace mas énfasis
en los elementos del sistema de la calidad y en los temas de competencia técnica
pertinentes a las operaciones de un laboratorio.**

La norma ISO vigente para acreditar laboratorios es la 1SO/ IEC 17025/1999
“General requirements for competence of calibration and testing laboratories”. En
mayo del 2005, 1ISO publico la version 2005; el cambio mas importante es el
requisito explicito referente al mejoramiento continuo del sistema de gestiéon y a la
comunicacion con el cliente.

La nueva norma ISO 17025:2005, “Requisitos generales relativos a la
competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion” sustituye a la Guia
ISO/IEC 25 y a la norma europea EN45000. Contiene todos los requisitos que los
laboratorios de ensayo y calibracion tienen que cumplir si desean demostrar que
disponen de un sistema de gestibn de la calidad, que son técnicamente
competentes y que son capaces de producir resultados técnicamente validos,
ademas requiere que se documenten todos los procedimientos que se lleven a
cabo en un laboratorio que preste sus servicios y que hacen parte de los requisitos
tanto de gestion como técnicos.™

La NTC ISO/IEC 17025: 2005, es utilizada por los laboratorios cuando desarrollan
los sistemas de gestibn para sus actividades de calidad, administrativas y
técnicas.

13 INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMALIZACION Y CERTIFICACION. Requisitos generales para la
competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion. NTC-ISO/IEC 17025. Bogota D.C.: El instituto, 2005.
35p.

“bid., p. 1

®RODRIGUEZ, Op. cit., p. 17
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También puede ser utilizada por los clientes del laboratorio, las autoridades
reglamentarias y los organismos de acreditacion cuando confirman o reconocen la
competencia de los laboratorios. Esta norma cubre los ensayos y las calibraciones
que se realizan utilizando métodos normalizados, no normalizados y creados por
el propio laboratorio.*®

2.2.1.2. Estructura de la NTC-ISO/IEC 17025.

De acuerdo a las notas aclaratorias que se hacen en la misma norma internacional
ISO 17025:2005, el término “sistema de gestion” se refiere a los sistemas de
gestion, administrativos y técnicos, que rigen las actividades de un laboratorio.*’
Partiendo de esto, la NTC-ISO/IEC 17025 tiene un total de siete apartados o
capitulos; los mas importantes son el cuarto y el quinto y constituyen la parte
medular de la norma. El capitulo cuarto esta dedicado a especificar los requisitos
para una gestion bien estructurada de la calidad (Requisitos de gestidn) y el quinto
se refiere a los requisitos para demostrar la competencia técnica del tipo de
ensayo Yy/o calibracion que realiza el laboratorio y la validez técnica de sus datos y
resultados (Requisitos técnicos).”® A continuacién se mencionan de manera
general en las tablas 1 y 2estos capitulos, haciendo referencia a los numerales y
nomenclatura de la misma:

Tabla 1. Capitulo Cuarto de la NTC-ISO/IEC 17025:2005.Requisitos relativos a la
Gestion.*®

Requisitos de la NTC-ISO/IEC 17025:2005

4. Requisitos de Gestién Especificaciones generales

4.1. Organizacion Contar con personal para identificar
desviaciones del sistema de calidad, e iniciar
acciones para prevenir o0 minimizar tales
desviaciones. Contar con politicas vy
procedimientos para asegurar proteccion de
informacion (almacenamiento y transmision
electronica). Designar personal sustituto para el
personal directivo clave.

4.2. Sistema de Gestion Implementar un sistema de calidad adecuado
para el alcance de sus actividades. Documentar
politicas,  programas, procedimientos e
instrucciones solo en la extension necesaria
para asegurar la calidad.

® VALDIVIA, Rodes. Papel del INIMET en el aseguramiento metrolégico y medio ambiente. En: Boletin
Cientifico Técnico INIMET.Instituto Nacional de Investigaciones en Metrologia. Julio, 2011. nim. 2, p. 38-44
7 INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMALIZACION Y CERTIFICACION. Requisitos generales para la
competencia de los laboratorios de ensayo y calibracién. NTC-ISO/IEC 17025. Op. cit.,. p. 1

8 GUTIERREZ Norma. Op. cit., p. 27-32

®INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMALIZACION Y CERTIFICACION. Requisitos generales para la
competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion. NTC-ISO/IEC 17025. Op. cit.,. p. 2-12.
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Tabla 1. (Continuacion)

Requisitos de la NTC-ISO/IEC 17025:2005

4. Requisitos de Gestién

Especificaciones generales

4.3. Control de los documentos

Especificar la clase de documentos que deben
ser controlados. Elaborar una lista maestra u
otro documento para evitar el uso de
documentos obsoletos o invalidados. Identificar
los documentos con elementos especificos.

4.4, Revision de los pedidos, ofertas y contratos

Contar con procedimientos para revision de
solicitudes, ofertas y contratos.

4.5, Subcontratacién de
calibraciones

ensayos y

Contar con las consideraciones para llevar a
cabo una subcontratacion de servicios con
laboratorios competentes.

4.6. Compras de Servicios y Suministros

Politicas y procedimientos para la seleccion y
adquisicién de servicios y suministros.

4.7. Servicio al cliente

Cooperar con los clientes para aclarar sus
solicitudes. Permitir al cliente un adecuado
seguimiento del desempefio del laboratorio
durante la prestacién de los servicios.

4.8. Quejas Politica y procedimientos para la atencién de
quejas.
4.9. Control del trabajo de ensayo y/o | Politica y procedimientos para implementar

calibracion no conforme

acciones correctivas cuando existen no
conformidades con procedimientos o requisitos
del cliente.

4.10. Mejora

El laboratorio debe mejorar continuamente la
eficacia de su sistema de gestion mediante el
uso de la politica de la calidad, los objetivos de
la calidad, los resultados de las auditorias, el
analisis de los datos, las acciones correctivas y
preventivas y la revisién por la direccién.

4.11. Accién Correctiva

Politica, procedimiento y designhacion de
responsabilidades para implementar acciones
correctivas.

4.12. Accién Preventiva

Identificar las fuentes potenciales de no
conformidad técnica o] administrativa.
Procedimientos con la aplicacién de controles
para asegurar la efectividad.

4.13. Control de registros

Procedimiento para identificacion, acceso y

mantenimiento de registros técnicos 'y
administrativos.
4.14. Auditorias Internas Procedimiento para realizar auditorias

periddicas, dirigidas a todos los elementos del
sistema de calidad, incluyendo las actividades
de ensayo y/o calibracion
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Tabla 2. Capitulo Quinto de la NTC-ISO/IEC 17025:2005. Requisitos Técnicos.?

Requisitos de la NTC-ISO/IEC 17025:2005

5. Requisitos Técnicos

Especificaciones generales

5.1. Generalidades

Factores que determinan el desarrollo de las
actividades del laboratorio. Tomar en cuenta los
factores para desarrollar métodos y
procedimientos relacionados con la
competencia del laboratorio

5.2. Personal

Personal calificado con base en la educacion
apropiada, capacitacion y destreza, segun sea
necesario.

5.3. Instalaciones y condiciones ambientales

Las condiciones ambientales no deben afectar
adversamente la calidad de los servicios
prestados. Detener las actividades del
laboratorio cuando las condiciones ambientales
comprometan los resultados.

5.4. Métodos de ensayo y calibracion vy
validacion de los métodos

Actividades que deben incluir los
procedimientos de ensayo y/o
calibracion.Aplicar métodos publicados en
normas, textos o publicaciones cientificas,
segun especificaciones de los fabricantes.
Validar métodos no normalizados,
desarrollados por el laboratorio o fuera de su

alcance propuesto.

5.5. Equipos

Antes de ser puesto en servicio, el equipo
utilizado debe ser calibrado o verificado.

5.6. Trazabilidad de las mediciones

Calibrar todo el equipo, incluyendo el usado
para mediciones auxiliares como condiciones
ambientales si tienen un efecto significativo.

5.7. Muestreo

Siempre que sea razonable, utilizar planes de
muestreo basados en métodos estadisticos
adecuados.

5.8. Manipulacién de los items de ensayo y de
calibracion

Procedimientos para el manejo y transporte de
los items de ensayo y calibracion durante todo
el proceso.

5.9. Aseguramiento de la calidad de los

resultados de ensayo y de calibracion

Procedimientos para supervisar la validez de
los ensayos y calibraciones.

5.10. Informe de los resultados

Elementos minimos que debe contener un
informe de ensayo y/o calibracién.

2.2.1.3. Documentacion del Sistema de gestiéon de un laboratorio segun la
NTC-ISO/IEC 17025.

Partiendo del alcance de acreditacion definido, el laboratorio debe establecer,
implementar y mantener un sistema de gestion que sea apropiado a dicho
alcance, el cual debe ser documentado tanto como sea necesario para asegurar la

2 |pid., p. 13-29.
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calidad de los resultados.?!La figura 3 muestra la documentacién del sistema de
gestién para un laboratorio.

Figura 3. Tipologia tipica de la documentacion del sistema de gestion para un
laboratorio.?

El manual de calidad es un documento que enuncia la politica de calidad, los
objetivos de calidad, el alcance del laboratorio y describe su sistema de calidad.
En él se hace referencia a todos los demas manuales que lo acompafian. Un
procedimiento es una manera especificada de efectuar una actividad.?

Los procedimientos se dividen en dos: procedimientos de gestion y procedimientos
técnicos. Los primeros dan respuesta a los requisitos administrativos y de calidad,
los segundos préacticamente constituyen una compilacion de conocimientos,
habilidades, condiciones que ponen de manifiesto la capacidad del laboratorio
para generar resultados técnicamente validos.

Un registro es un documento que suministra evidencia objetiva de las actividades
efectuadas o los resultados alcanzados.

Las guias son documentos que establecen recomendaciones o sugerencias.Los
instructivos son documentos que contienen las instrucciones de trabajo; éstos se
desarrollan y mantienen para describir el desempefio de un trabajo u operacion de

*’GUEVARA, Elia; SUAREZ Wilfredo y TAMAYO Pedro. El sistema de gestion en laboratorios de calibracion
para su acreditacion. En: Ciencias Holguin. Octubre, 2014. vol. 20. No.4, p. 1-13.

Ibid., p. 5.
2 OPEZ, Martha. Optimizacion del Sistema de Calidad Analitica en el Laboratorio de Andlisis de Aguas de la
CARDER. Pasantia Linea de profundizaciéon en Ingenieria Ambiental. Manizales: Universidad Nacional de
Colombia, Departamento de Ingenieria Quimica, Programa de Ingenieria Quimica, 2003. 278p.
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un equipo que pudiera verse afectado adversamente por la falta de tales
instrucciones.*

2.2.1.4. Implementaciéon de la NTC ISO/IEC 17025. Acreditacion de
Laboratorios - Competencia Técnica

Para poder llevar a cabo la implementacién de esta norma en un laboratorio, éste
debe ser una entidad que se pueda considerar legalmente responsable, debe
llevar a cabo las actividades de ensayo y calibracion, haciendo que cumpla tanto
con los requerimientos establecidos en la norma ISO 17025, como con las
necesidades de los clientes, de las entidades regulatorias y las organizaciones
que les puede brindar reconocimiento. De igual forma debe disponer de personal
de direccion y técnico con la autoridad y recursos necesarios para llevar a cabo
sus obligaciones, debe contar con disposiciones que demuestren que la gestion y
el personal estan libres de cualquier presion interna o externa de cualquier tipo;
deben contar con politicas y procedimientos que aseguren la no divulgacién de la
informacion de los clientes, que eviten cualquier actividad que afecten la
competencia, imparcialidad, criterio o integridad operacional del laboratorio.

Para lograr una acreditacién frente a la norma ISO 17025 y poder llegar a
establecer, implementar y mantener el sistema de calidad, el laboratorio debe
documentar las politicas, sistemas, programas e instrucciones para que de esta
manera se asegure la veracidad de los resultados de ensayo o calibracion. Una de
las actividades que no se puede dejar a un lado es el control de los documentos
de cualquier laboratorio puesto que los documentos que se manejan en cada una
de sus labores, hacen parte de su Sistema de Calidad.?

2.3. S~ECCIC')N DE LABORATORIOS Y EQUIPOS DE LA UNIVERSIDAD DE
NARINO

La Seccién de Laboratorios y Equipos de la Universidad de Narifio es una unidad
académica y administrativa, adscrita a la Vicerrectoria Académica, que coordina y
administra la prestacion de los servicios de laboratorios. Su objetivo central es
apoyar con calidad y compromiso social, los procesos misionales de docencia,
investigacion y proyeccion social. De esta forma, la Seccioén integra la educacion e
investigacién universitarias a las necesidades regionales y nacionales. Para
cumplir este objetivo, y para garantizar la calidad, seguridad y confiabilidad de sus
servicios, la Seccidon cuenta con veinticinco laboratorios de docencia, y una planta
fisica moderna para la investigacion y la venta de servicios, asi como de un equipo
humano capacitado y con experiencia en las diferentes areas. Entre los
laboratorios que hacen parte de la Seccion se encuentran:

24GUEVARA, Elia; SUAREZ Wilfredo y TAMAYO Pedro. Op. cit., p. 6-7.
RODRIGUEZ, Op. cit., p. 19
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e El Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas

e El Laboratorio de Bromatologia y Abonos Organicos
e El Laboratorio de Suelos e Insumos Agricolas

e El Laboratorio de Histopatologia

e El Laboratorio de Microbiologia de Alimentos

e El Laboratorio de Cromatografia

e El Laboratorio de Materiales, Suelos y Pavimentos

Dentro de sus politicas de calidad, la Seccion de Laboratorios y Equipos tiene el
compromiso de prestar un servicio de calidad para la plena satisfaccion de sus
usuarios. Con este fin, se cifie a los requerimientos de calidad, seguridad y
confiabilidad tanto del Sistema de Gestion de Calidad de la Universidad de Narifio,
como de las normas y los estandares nacionales e internacionales (NTC GP 1000
e ISO/IEC 17025). Este compromiso implica garantizar:

La existencia de recursos apropiados y suficientes.

La competencia técnica y humana de sus funcionarios.

La confiabilidad de sus resultados.

La seguridad e integridad personal de usuarios y funcionarios.

La sostenibilidad del Sistema de Gestion de Calidad.

La sostenibilidad de la Acreditacion del Laboratorio de Analisis Quimico y
Aguas.

La sostenibilidad de la Certificacion del Laboratorio de Bromatologia vy
Abonos Organicos.

ouahwnE

~

2.3.1. Acreditacién del Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas.

Dentro del marco legal, un requisito establecido por el Estado es que los
laboratorios ambientales como lo es el Laboratorio de Andlisis Quimico y Aguas de
la Universidad de Narifio, se encuentren acreditados. Para ello el decreto 1600 del
27 de julio de 1994%°establece en el articulo 5 “De los servicios de Laboratorio para
apoyar la Gestion e Informacién Ambiental”, que los laboratorios del sector publico
o privado que produzcan informaciéon de caracter fisico, quimico y biético y quieran
pertenecer a la red de laboratorios para apoyar la gestion ambiental deben estar
en proceso de intercalibracion y normalizacion; es decir, y de acuerdo al paragrafo
1, “Los laboratorios de la red estaran sometidos a un sistema de acreditacion e
intercalibracion analitica, que validara su metodologia y confiabilidad, mediante
sistemas referenciales establecidos por el IDEAM”. Asi mismo, en el paragrafo 2,
“Los laboratorios que produzcan informacion cuantitativa fisica, quimica y bi6tica
para los estudios o analisis ambientales requeridos por las autoridades
ambientales competentes, y los demas que produzcan informacion de caracter

COLOMBIA. PRESIDENCIA DE LA REPUBLICA. Decreto 1600 (27, julio, 1994). Por el cual se reglamenta
el sistema nacional ambiental, SINA, en relacion con los sistemas nacionales de investigacion ambiental y de
informacién ambiental. Bogot4, D.C.: La Presidencia, 1994. 5p.
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oficial, relacionada con la calidad del medio ambiente y de los recursos naturales
renovables, deberan poseer el certificado de acreditacion correspondiente
otorgado por los laboratorios nacionales publicos de referencia del IDEAM, con lo
cual guedaran inscritos en la red”.

En el mismo contexto, en la resolucién 0176de 2003?", expedida por el IDEAM, se
establece el nuevo procedimiento de acreditacion, al cual debe cefirse el
Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas si quiere proyectarse hacia la comunidad
generando datos reales que demuestren la calidad y confiabilidad de todos sus
procedimientos tanto técnicos como de gestion.

Finalmente, en busca de la mejora de los estandares del sector ambiental el
IDEAM (Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales) expidi6 la
resoluciéon No. 0063, mediante la cual se establece un periodo de transicion para
la aplicacion de la Norma NTC/ISO/IEC 17025:2005 por parte de los laboratorios
ambientales acreditados e interesados en el proceso de acreditacion.?® La
acreditacion por la NTC/ISO/IEC 17025:2005 ofrece la confianza en la
competencia técnica de un laboratorio para actividades especificas.

En cumplimiento de esta normatividad, en el 2011, la Seccion de Laboratorios y
Equipos logré que el Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas fuera acreditado en
los parametros de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), Demanda Bioquimica de
Oxigeno (DBOs), Solidos Suspendidos Totales (SST), Sélidos Totales (ST),
Grasas y Aceites y pH, en la NTC ISO/IEC 17025:2005, por el Instituto de
Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales de Colombia (IDEAM), del
Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, segin Resolucién No.
0042 del 25 de enero del 2011.*°Este es el primer laboratorio de los
departamentos de Narifio, Cauca y Putumayo en lograr esta acreditacion.

La funcion principal de un laboratorio de caracter ambiental, como lo es el
Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas, es realizar pruebas y ensayos
requeridos para determinar que un producto cumple con los requisitos y
especificaciones establecidas y aprobadas por la Autoridad Nacional de Control
durante el proceso de registro y licencia del producto en cuestion. Este apoyo es

2’COLOMBIA. INSTITUTO DE HIDROLOGIA, METEOROLOGIA Y ESTUDIOS AMBIENTALES. Resolucion
No. 0176 (31, octubre, 2003). Por la cual se derogan las resoluciones 0059 de 2000 y 0079 de 2002 y se
establece el nuevo procedimiento de acreditacion de laboratorios ambientales en Colombia. Bogota, D. C.: El
Instituto, 2003. 11p.
8 COLOMBIA. INSTITUTO DE HIDROLOGIA, METEOROLOGIA Y ESTUDIOS AMBIENTALES. Resolucion
No. 0063 (30, marzo, 2007). Mediante la cual se establece un periodo de transicion para la aplicacién de la
Norma NTC/ISO/IEC 17025-2005 por parte de los laboratorios ambientales acreditados e interesados en el
roceso de acreditacion ante el IDEAM. Bogota, D. C.: El Instituto, 2007. 3p.
® COLOMBIA. INSTITUTO DE HIDROLOGIA, METEOROLOGIA Y ESTUDIOS AMBIENTALES. Resolucion
No. 0042 (25, enero, 2011). Por la cual se otorga al Laboratorio de Andlisis Quimico y Aguas de la
Universidad de Narifio, la acreditacion en la NTC ISO/IEC 17025:2005. Bogota, D.C.: El Instituto, 2011. 7p.
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efectivo si el servicio y los resultados que se suministran son validos, confiables y
describen en forma precisa las propiedades de las muestras analizadas.

Por lo tanto con la implementacion del sistema de calidad en el Laboratorio de
Andlisis Quimico y Aguas basado en la NTC-ISO/IEC 17025:2005 se podra
cumplir con los siguientes objetivos:

1) prevenir riesgos

2) detectar desviaciones

3) corregir fallas

4) mejorar eficiencia

5) reducir costos.

Ademas, puesto que en el Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas se realizan
ensayos a través de métodos estandarizados internacionalmente, la
implementacion de esta norma en el laboratorio traeria multiples beneficios, entre
ellos el reconocimiento nacional e internacional de su competencia técnica.

2.4. EFECTOS DE LA PRESENCIA DE FOSFORO EN EL AGUA

La contaminacion del agua (rios, lagos y mares) es producida, principalmente, por
el vertimiento de aguas servidas, basuras, relaves mineros, productos quimicos y
desechos industriales. Las descargas municipales, industriales, agricolas y los
vertimientos de residuos oleosos de la actividad maritima y portuaria, asi como la
actividad petrolera, son las principales fuentes de contaminacién y deterioro de las
aguas; ocasionan la presencia de téxicos organicos, metales pesados, solidos
suspendidos, microorganismos patégenos y nutrientes a los ambientes, los cuales
afectan el bienestar de los ecosistemas y la calidad de vida de los grupos
humanos.*%3%

La concentracion de fosfatos en los cuerpos de agua superficial representa un
problema debido a la reproduccién geométrica de los organismos unicelulares que
dependen del fésforo como fuente de alimentacién.®?

En las aguas naturales y residuales, el fésforo se presenta mayoritariamente en
forma de fosfatos. Estos son clasificados en ortofosfatos, fosfatos condensados
(piro, meta y otros polifosfatos) y fosfatos enlazados organicamente. Los fosfatos

30 sAN SEBASTIAN, M.; ARMSTRONG, B.; & STEPHENS, C. La salud de mujeres cerca de pozos y
estaciones de petrdleo en Ecuador. En: Revista Panamericana de Salud Publica. Junio, 2001. vol. 9, no. 6. p.
375-385.

31 QUINTERO, L., RENDON, E., AGUDELO, Y., QUINTANA, S., & OSORIO, A. Determinacién de indicadores
para la calidad de agua, sedimentos y suelos, marinos y costeros en puertos colombianos. En: Revista
Gestion y Ambiente, Enero, 2010. vol. 13, no. 3. p. 51-64.

32 DIAZ, W., GONZAGA, B., & CONTRERAS, N. Determinacién del coagulante que permita la maxima
remocion de fosfatos en agua cruda del rio Otan. En: Revista Scientia Et Technica. Mayo, 2007. vol. 13, no.
34.p. 607-612.
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se encuentran en solucion, en particulas o detritus o en cuerpos de organismos
acuaticos y pueden provenir de diversas fuentes.*?

Entre las fuentes de fésforo de origen natural estan los depdsitos y rocas
fosforicas las cuales desprenden fosforo, en forma de ortofosfato principalmente,
mediante erosion. Las fuentes antropogénicas de fésforo incluyen las aguas
domésticas e industriales; las fuentes no puntuales estan asociadas con la
escorrentia de éareas agricolas y domeésticas. Una fraccién del fosforo en los
fertilizantes organicos e inorganicos es removida parcialmente por las plantas y
otra fraccion es arrastrada por el agua trayendo como consecuencia la presencia
de cantidades elevadas de este elemento en rios y lagos.>*

Los organismos dependen del fésforo, que es esencial para su crecimiento (y
puede ser el nutriente limitador del crecimiento); la descarga de aguas residuales
brutas o tratadas, drenados agricolas o ciertos residuos industriales a ese cuerpo
de agua, puede estimular el crecimiento de micro y macrorganismos acuaticos
fotosintéticos en grandes cantidades, lo cual puede alterar el balance de la vida en
este medio.*®

Por otra parte, el fésforo es considerado como un parametro critico en la calidad
del agua debido a su influencia en el proceso de eutrofizacion, de ahi la
importancia de disponer de técnicas analiticas y de muestreo adecuadas para la
determinacién de la concentracion de las diferentes especies que pueden estar
disueltas en el agua, adsorbidas sobre particulas o asociadas con organismos
acuaticos.*®

El fésforo puede estar en los cuerpos de agua, en solucién o como un componente
de las particulas en suspensién. El andlisis colorimétrico de fésforo sélo funciona
para ortofosfatos y, por tanto otras formas de fésforo deben ser convertidas a esta
forma si se van a analizar.

El analisis del fésforo total incluye dos pasos principales en los métodos;
inicialmente la conversion de otras formas de fosforo (polifosfatos y fosfatos
organicos) en ortofosfato disuelto seguido por la determinacién colorimétrica. El
analisis de las diferentes formas de fosforo se obtiene por diferentes etapas de
pretratamiento. El pretratamiento puede consistir en filtrado para eliminar la
materia suspendida o diversas técnicas de digestion disefiados para oxidar
materia organica.

3 ROMERO, J. Calidad del agua, 3 ed. 2009. Bogota, Colombia: Escuela Colombiana de Ingenieria.
%CALVO, G. Nueva metodologia para valorar la calidad de las aguas superficiales para su uso como clase 2
en Costa Rica. En: Revista Tecnologia en Marcha. Julio, 2013. vol. 26, no. 2. p. 9-19

¥ ROMERO, Op. cit., p. 8

% ARBOLEDA, J. Teoria y practica de la purificacion del agua. Bogota, Colombia: Mc-Graw Hill, 2000. 596p.
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Hay tres métodos de digestion principales: con acido perclérico, el mas drastico y
lento; con acidos nitrico y sulfdrico y con persulfato de amonio o potasio, el mas
sencillo.®

Segun la literatura, el método estandar para la determinacion de fésforo, se basa
en la reaccion del fosforo con iones molibdeno y antimonio para formar un
complejo el cual puede ser reducido utilizando cloruro de estafio o acido ascorbico
resultando una coloracién azul caracteristica que puede ser detectada mediante
colorimetria.®

2.5. TECNICAS DE ANALISIS INSTRUMENTAL
2.5.1 Espectrofotometria de Absorcion

Cuando se trata de bajas concentraciones, los andlisis colorimétricos son muy
apropiados y hay muchas determinaciones en el control de la calidad del agua que
se pueden efectuar rapida y facilmente con esta forma de analisis.

Para ser cuantitativo, un método colorimétrico debe basarse en la formacién de un
producto completamente soluble con un color estable. El color se puede medir por
varios métodos, uno de ellos, el método fotométrico el cual se basa en la medicion
de la radiacion electromagnética, absorbida, reflejada o emitida por una sustancia
presente en un fluido.

Generalmente, el andlisis es muy rapido, una vez que se ha establecido el
método, a no ser que se quiera un tratamiento previo para eliminar las
interferencias. El método es aplicable para réplicas de un mismo constituyente,
como sucede en la rutina del andlisis de control. Ademas el método en general,
es muy adecuado para el andlisis de trazas.

Es un método no destructivo de la muestra, lo que puede ser importante cuando el
constituyente es muy valioso, como sucede en los programas de investigacion.

Para que la concentracion de una sustancia pueda ser determinada con base en
su propiedad de absorber energia radiante, debe existir una correspondencia
lineal entre su concentracion y la magnitud de su absorcion en alguna region del
espectro electromagnético. Este requisito se expresa también diciendo que la
sustancia debe cumplir la ley de Lambert-Beer, ecuacion que expresa la relacion
matematica entre la concentracion de una sustancia y la magnitud de su absorcion
de energia®.

3" AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATION, WATER
POLLUTION CONTROL FEDERATION. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.22th
ed. Denver, 2012.10-159p.

¥ MURPHY, J. & RILEY, J. A modified single-solution method for the determination of phosphate in natural
waters.En: Analytical Chimica Acta. Septiembre,1962. vol. 27, no. p. 31-36.

39SKOOG, Douglas; WEST, Donald. Quimica analitica. 4 ed. Madrid, Espafia: Mc Graw Hill, 1989. p. 648.
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A =ebc Ecuaciéon 1

En donde € es la absortividad molar, b es el paso éptico o ancho de celday c es la
concentracion de la muestra. La absorbancia es importante porque es
directamente proporcional a la concentracion de la especie que absorbe la luz en
la muestra®.

e Determinacion del rango 6ptimo de concentracion

Las graficas de Ringbom consisten en graficar datos espectrofotométricos
calibrados de un sistema que sigue con la ley de Beer, obteniéndose una curva
sigmoidea al graficar el porcentaje de absortancia (1-T 6 100 - %T) en la
ordenada y el logaritmo de la concentracion en la abscisa.

La grafica de Ringbom presenta dos aspectos utiles:

- Muestra a simple vista el intervalo de concentracion donde el error analitico es
minimo, esto es el intervalo de concentracién correspondiente a la porcion
practicamente lineal de la pendiente;

- Puede evaluarse la precision del analisis a cualquier concentracién, o en
cualquier ambito de concentracion.

e Error relativo de concentracién

Los sistemas de medida tienen asociada una incertidumbre. Cada lectura tiene
asociada una incertidumbre que se refleja sobre la concentracién asociada a dicha
lectura de transmitancia.

Las muestras y estandares deben prepararse en un intervalo de concentraciones
que caiga dentro del intervalo de minimo error por lectura.

Para determinar el intervalo de concentraciones adecuado para una curva de
calibracion con el menor error por lectura, se usan las curvas de Ringbom.

““SANCHEZ, Diana. Validacion de métodos para la determinacién en aguas superficiales de metales alcalinos
(sodio y potasio) por absorcién atémica a la llama y alcalinotérreos (calcio y magnesio) por volumetria con
EDTA. Colombia. [citado en 10 de Septiembre de 2010].Disponible en
Internet:<http://gemini.udistrital.edu.co/comunidad/estudiantes/dlilian/marco_4>
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Gréfica 1. Curva de Ringbom™

En la grafica de Ringbom, la zona lineal corresponde al intervalo de
concentraciones de minimo error por lectura y el punto de inflexiébn corresponde al
valor del minimo error.*?

Tratamiento de los datos espectrofotométricos

-Curvas de calibracion
- Transmitancia (porcentual) frente a concentracion
- Logaritmo de la transmitancia o absorbancia frente a la concentracion

Diferentes sustancias, o la misma sustancia a diferentes longitudes de onda
poseen absortividades diferentes y dan lugar a lineas rectas de diferentes
pendientes.

2.6. ANALISIS DE FOSFORO TOTAL EN AGUAS Y LIXIVIADOS

Dado que el fosforo se puede presentar en combinacién con materia organica, un
método de digestién para determinar el fésforo total debe ser capaz de oxidar la
materia organica eficazmente para liberar el fosforo como ortofosfato.

2.6.1. Método colorimétrico del Cloruro Estaioso

En el método del cloruro estafioso para la determinacion de fésforo, se forma el
acido fosfomolibdico que posteriormente es reducido por el cloruro estafioso y
forma un compuesto de molibdeno de color azul intenso, denominado “azul de
fosfomolibdeno” que es proporcional a la concentracion de fésforo y por tanto, se
puede determinar cuantitativamente por un fotdbmetro a 690nm, después de los 10

“L AGUILAR, Ay CAMPOS, A. Curva de Ringbom, determinacién de la zona de trabajo, determinacion de la
concentracion 6ptima. Quimica Analitica Instrumental. [citado en 3 de julio de 2015].Disponible en internet:
fzhttps://es.scribd.com/doc/54752750/Lab-Oratorio-2-Curva—d-Ringboom#>

Ibid; 10p.
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minutos de ser adicionado a las muestras y antes de los 30 minutos, esto debido a
la inestabilidad del complejo formado.

2.6.2. Método colorimétrico del Acido Ascorbico

Este método se aplica para la determinacion de concentraciones de fosforo
inorganico u ortofosfatos. EI molibdato de amonio y el tartrato antimonilico
reaccionan con ortofosfato en medio acido para formar un complejo antimonio-
fosfomolibdato que, al reducirse con acido ascorbico, produce un color azul
intenso adecuado para mediciones fotométricas. El color es proporcional a la
concentracion de fosforo. EI complejo no es estable y por lo tanto el analisis debe
realizarse dentro de los 30 minutos después de afiadir el molibdato de amonio y
tartrato de potasio antimonio.*?

Ambos métodos colorimétricos se basan en la reaccion del i6n fosfato con
molibdato, que da lugar a fosfomolibdato. Este ultimo por reduccidén origina un
compuesto cuya estructura exacta se desconoce, denominado “azul de

fosfomolibdeno”.**

H3PO4(M00O3);, + agente reductor— azul de fosfomolibdeno [Mo(VI) —
Mo(V)]Reaccion 2

Como se puede observar en las reacciones 1 y 2, el complejo azul de
fosfomolibdeno se forma en un ambiente acido y su espectro de absorbancia
depende de la acidez, del tipo de reductor y de la concentracion de fosforo. El
acido ascorbico y el cloruro estafioso son los reductores mas comunes utilizados
para determinar fésforo en aguas naturales.*

2.7. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
2.7.1. Validaciéon del Método
La validacion es la confirmacion a través del examen y el aporte de evidencias

objetivas, de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico
previsto.*®

43 AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATION, WATER
POLLUTION CONTROL FEDERATION.Op. cit., p. 4-156.
“ WORSFOLD, Paul J. Sampling, sample treatment and quality assurance issues for the determination of
E)Shosphorus species in natural waters and soils, En: Talanta. Octubre, 2004. vol. 66, no. p. 273-293.

Ibid, p. 274.
6 INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMALIZACION Y CERTIFICACION. Requisitos generales para la
competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion. NTC-ISO/IEC 17025, Op. cit., p. 17
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En referencia a la validacion de los métodos, la NTC-ISO/IEC 17025 indica en el
apartado 5.4.5.2 que: El laboratorio debe validar los métodos no normalizados, los
meétodos que disefia o desarrolla, los métodos normalizados empleados fuera del
alcance previsto, asi como las ampliaciones y modificaciones de los métodos
normalizados, para confirmar que los métodos son aptos para el fin previsto. La
validacion debe ser tan amplia como sea necesaria para satisfacer las
necesidades del tipo de aplicacion o del campo de aplicacién dados. El laboratorio
debe registrar los resultados obtenidos, el procedimiento utilizado para la
validacién y una declaracién sobre la aptitud del método para el uso previsto®’.

2.7.2. Parametros de desempefio para el proceso de validacion.
2.7.2.1. Intervalo lineal e intervalo de trabajo

Linealidad es “la capacidad de un método analitico para dar resultados
directamente proporcionales a la concentracion de analito de la muestra, dentro de
un intervalo determinado”. Se expresa como la variacién alrededor de la
pendiente de la linea de regresion lineal o coeficiente de regresion lineal. Se
calcula basandose en la relacion matematica (calculo de regresion lineal) obtenida
con base en muestras con concentraciones variables de analito a las cuales se les
ha aplicado el ajuste matematico de minimos cuadrados.®

> Evaluacion estadistica de la linealidad

Para estudiar la linealidad se construyen curvas de calibrado de concentracion
contra respuesta analitica utilizando como minimo tres disoluciones patrén con
cinco concentraciones de analito.

Con los resultados del estudio de la linealidad se prepara una tabla relacionando
las concentraciones x (variable independiente) y las respuestas y (variable
dependiente). La relacion entre ambas variables se expresa matematicamente
como una recta de regresion del tipo y= m*x + b, donde mes el valor de la
pendiente (asociada con la sensibilidad del método) y bel término independiente
(asociado al error sistematico). En el andlisis de regresion de una linea recta, el
método que habitualmente se aplica es el de los minimos cuadrados, el cual toma
la suma de las desviaciones estandar al cuadrado de cada punto de la linea para
minimizar el error y asi obtener la linea de mejor ajuste®.

El estudio de la linealidad no sdélo implica una representacion gréafica sino que es
necesario realizar una comprobacién estadistica.

“"bid, p. 17.

“8GARCIA, Encarnacion. Optimizacion, validacion y modelizacién de un proceso de fabricacién de
comprimidos. Desarrollo de una aplicacién interactiva multimedia. Tesis doctoral. Barcelona: Universidad de
Barcelona. Facultad de Farmacia. 2001. 166p.

9 bid., p. 54
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» Criterios de aceptacion de linealidad

1. El coeficiente de correlacion, preferentemente, debe ser mayor o igual que
0.995 (aunque puede encontrarse entre 0.980 y 0.990 segun el método
analitico).*

2. Se considera que la mejor forma de indicar la linealidad del método es realizar
un test t - Student en el cual se calcula la correlacion lineal significativa (tr) a partir
de la hipdtesis nula de no correlacion entre las magnitudes “x” y “y”. Este test
involucra los parametros r y r’ y se define segin la expresién Prueba estadistica
de t, la cual es util para comprobar si el coeficiente de correlacion r es realmente

significativo y se expresa mediante la siguiente ecuacion:

|7
1-r
n-2

Ecuacion 2

Donde r corresponde al coeficiente de correlacion, r> es el coeficiente de

determinacion y el valor de t obtenido se compara con el t tabulado al nivel de
significacidon deseado, usando una prueba t de dos colas y n-2 grados de
libertad.>*

3. Intercepto y prueba de proporcionalidad

El intervalo de confianza del intercepto debe incluir el cero para cumplir con el
requisito de proporcionalidad, como se exige para el cumplimiento de la ley de
Lambert — Beer para métodos espectrofotométricos®>. La prueba de
proporcionalidad se puede determinar mediante una prueba de t considerando que
el intercepto tiene que ser cero, utilizando la ecuacion 3:

t calculado = (%)Ecuacién 3

Donde: b es valor del intercepto, Sb la desviacion estandar del intercepto y debe
ser menor que el valor tabulado de t - Student para el nivel de significacion dado y
n — 2 grados de libertad®>.

*AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATION, WATER
POLLUTION CONTROL FEDERATION.Op. cit., p. 4-156.

. MILLER Y MILLER, Op. cit., p. 118.

®2CASTILLO, Beatriz.; GONZALEZ, Rolando. Protocolo de validacion de métodos analiticos para la
cuantificacion de farmacos. En: Revista Cubana de Farmacia. Abril, 1996. vol .30 n.1, p. 1561-2988.

¥ CARDENAS, Op. cit., p 13.
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4. Criterio de aceptacién cuantitativo

Se realiza un analisis de varianza ANOVA, empleando el contraste F de una cola
para determinar si existe o no relacion lineal entre Absorbancia y Concentracion.

» Curvade Ringbom

Esta curva sirve para definir graficamente el rango lineal de trabajo que cumpla
con la ley de Beer. Para obtener el intervalo Optimo de concentraciones
primero se construye la curva de Ringbom, que consiste en construir una
grafica de absortividad (100 - %T) vs logaritmo de concentracion. Para la
mayoria de los sistemas la curva de Ringbom corresponde a una curva en forma
de S. La parte lineal de esta grafica permite obtener el intervalo de
concentraciones 6ptimo que presenta una relacion lineal entre absorbancia y
concentracion.

2.7.2.2. Sensibilidad

La sensibilidad de un instrumento o método es una medida de su aptitud para
discriminar entre pequefas diferencias de concentracion de analito.

Hay dos factores que limitan la sensibilidad: La pendiente de la curva de
calibracion y la reproducibilidad o precision del sistema de medida. Al comparar
dos métodos que tienen igual precision, el que tiene la curva de calibracién con
mayor pendiente sera el mas sensible, y en el caso en que dos métodos tengan
curvas de calibracion con pendientes iguales, el que muestre la mejor precision
sera el mas sensible.>

La sensibilidad esta representada por la pendiente (m) de la curva de calibracion
(y = atmx) y se puede determinar por un procedimiento clasico de minimos
cuadrados (para ajustes lineales), o experimentalmente, utilizando muestras que
contienen diferentes concentraciones del analito. La sensibilidad puede ser
determinada con la ayuda de la pendiente de la curva de calibracién obtenida para
la determinacién del rango lineal. Una pendiente con un alto positivo (por ejemplo
>1) o de bajo valor lineal negativo (por ejemplo <-1), indica que en promedio, el
método es sensible. Cuanto mayor es la sensibilidad (pendiente/gradiente de la
curva de calibracion), es mejor el método para distinguir pequefios cambios en la
concentracion del analito.””

* SKOOG, Douglas, HOLLER, F. James., y NIEMAN, Timothy. Principios de Andlisis Instrumental. 5 ed.
Madrid, Espafia: McGrauw-Hill, 2001. 1070p.

>>NATA.National Association of Testing Authorities.Guidelines for the validation and verification of quantitative
and qualitative test methods.Octubre, 2013. 32p.
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» Criterios de aceptacion
Criterio de aceptacion 1.Prueba de hipotesis para la pendiente

Utilizando el contraste de significacion t de student, se realiza la prueba
comparativa calculando el valor de Tcalculado d€ la siguiente forma:

T Calculado = (%) Ecuacion 4

Donde,

m: Pendiente de la curva de calibracion

Sm: Desviacion estandar de la pendiente. Este valor se obtiene a partir del andlisis
de varianza ANOVA que se realiza para la evaluacion de la linealidad.

En el andlisis de la pendiente se considera la prueba hipétesis nula Ho: p = 0, que
permite verificar a partir del valor de t — Student, que la pendiente es diferente de
cero. Si el valor calculado es mayor que el tabulado para el nivel de significacién
elegido, se rechaza la hipdtesis nula y se acepta que la pendiente difiere
significativamente de la horizontal y por tanto, se acepta que el modelo lineal
permite explicar variaciones en la variable dependiente®®.

El valor Trapuado €mpleado para la comparacién corresponde a un nivel de
significacion del 95% (p=0,05) y n-2 grados de libertad®’.

Criterio de aceptacion2.

Relacion promedio Y/X cercana al valor de la pendiente de la curva de
calibracion®®.

Estos dos criterios serdn empleados para la estimacion de la sensibilidad de los
métodos colorimétricos.

% FIGUEIRAS J. Validacion de un método espectrofotométrico UV - VIS para la determinacion cuantitativa de
fenoles totales en la crema VIMANG. Tesis en la opcién al Titulo de Licenciado en Ciencias Farmacéuticas.
Instituto de Farmacia y Alimentos. Cuba: Universidad de La Habana. Facultad de Farmacologia.
Departamento de Lic. en Ciencias Farmacéuticas, 1999. 120p.

*” RONALD, E W., RAYMOND, H. M., & SHARON, L. M. Probabilidad y Estadistica para Ingenieros. 6 ed.
México. Prentice — Hall Hispoanoamérica S.A.

58 MOLINA, S. Estandarizaciéon de métodos de analisis para la determinacion de nitratos, nitrito, compuestos
fendlicos y aceites y grasas utilizados como indicadores de contaminacion en aguas naturales y residuales
industriales. Tesis Quimica. Colombia; Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ciencias, 2010. 227p.
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2.7.2.3. Limite de Deteccion (LOD) y de Cuantificacion (LOQ)
2.7.2.3.1. Limite de Deteccién (LOD)

Es la minima concentracion de analito que puede ser detectada por el equipo sin
gue se confunda con la sefial del blanco o ruido de fondo del equipo.

Es necesario solamente cuando deben tomarse decisiones cualitativas, es decir, si
la sustancia esta presente o no.

2.7.2.3.2. Limite de Cuantificacion (LOQ)

Corresponde a la menor concentracion de analito que puede determinarse con
precision y exactitud razonables con las condiciones establecidas y se expresa en
unidades de concentracion.

Se emplea cuando se realizan determinaciones de sustancias a nivel de trazas.

Para calcular estos pardmetros, se pueden utilizar diferentes métodos y se aplican
las mismas férmulas ajustadas. Entre los métodos mas comunes se tienen los

siguientes:>°061-

» Métodos para determinar el Limite de Deteccién (LOD) y de
Cuantificacion (LOQ)

» Método 1: Método basado en la relacion sefial /ruido.

Este método es uno de los mas conocidos y empleados, requiere que el
procedimiento de analisis sea instrumental y que proporcione una sefial blanco, un
ruido de fondo o una linea de base, es decir una sefal residual a concentracion
cero de analito. En general el limite de cuantificacion (LOQ) sera igual a la
concentracion de analito que proporcione una sefial 10 veces superior, y el limite
de deteccion (LOD) serd igual a la concentracion de analito que proporcione una
sefal 3 veces superior a este.

Para la determinacién del limite de deteccién y de cuantificacion es necesario
calcular primero la sefial minima mediante la ecuacion 5:

Sefal minima = Sbl + kdSbl Ecuacién 5

% GARCIA, Op cit., p. 91-93

% WALFISH, Steven..Analytical Methods: A Statistical Perspective on the ICH Q2A and Q2B Guidelines for
Validation of Analytical Methods. En: BioPharm International. Diciembre, 2006.6p

®1US.FOOD AND DRUG ADMINISTRATION. Guidance for industry: Q2B validation of analytical procedures:
methodology. Rockville, MD: Noviembre, 1996. 10p.
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Sbl: promedio de la sefial del blanco.
dSbl: desviacién estandar de la sefial del blanco.
K: factor numérico (k=3).

Para la determinaciéon del limite de cuantificacién se usa la ecuacion 5, donde k es
igual a 10.%

Una vez obtenidos los resultados de la Sm se procede a calcular los LOD y LOQ
en donde la sefial minima se reemplaza en la ecuacion del método Y=mx + b

» Meétodo 2
Se puede determinar de dos formas:
1. Basado en la curva de calibracion
Una curva de calibracion especifica debe ser estudiada utilizando muestras que
contienen un analito en el intervalo de LOD o de LOQ, segun sea el caso. La
desviacion estandar residual de una linea de regresion o la desviacion estandar de
y-intersecciones de las lineas de regresion puede usarse como la desviacidon

estandar.®®

Las ecuaciones utilizadas para determinar el limite de deteccién (LOD) y el limite
de cuantificacion (LOQ) son las siguientes:

LOD = % Ecuacién 6
LOQ = 107” Ecuacion 7

Donde o corresponde a la desviacidén estandar residual de la linea de regresion y
m corresponde a la pendiente de la curva de calibracion.

2. Basado en la desviacion estandar del blanco

La medicién de la respuesta de fondo analitica se lleva a cabo por el analisis de un
namero apropiado de muestras de blanco y el célculo de la desviacion estandar de
estas respuestas.®*Para los métodos espectrofotométricos donde se utiliza un
blanco como correccién de la medida se recomienda utilizar éste método.®°Las
ecuaciones utilizadas para determinar el LOD y LOQ son las 6 y 7, pero en este

%2 SKOOG, Op. cit., p. 648
®3Us Food and Drug Administration, Op. cit., p. 7.

* Ibid, p. 7-9
% GARCIA, Op cit., p. 92
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caso o corresponde a la desviacion estandar de la respuesta del blanco y S
corresponde a la pendiente de la curva de calibracion

2.7.2.4. Precisién

La precision es una medida del grado de repetibilidad del método analitico,
realizado en condiciones normales y refleja el error aleatorio del método. Se
expresa como la desviacion tipica o coeficiente de variacion (desviacion tipica
relativa).®°El objetivo del estudio de la precisién es conocer la variabilidad del
método de ensayo; ésta debida a errores aleatorios inherentes al método. Para
evaluar é? precision se debe determinar la repetibilidad y la reproducibilidad del
método.

2.7.2.4.1. Repetibilidad

Precisién del método bajo condiciones idénticas: mismo analista, mismo equipo,
mismos reactivos, mismo método y cortos espacios de tiempo.®®

2.7.2.4.2. Reproducibilidad

Precision en condiciones completamente diferentes de analistas, instrumentacion,
reactivos, laboratorios y dias de anélisis.®La reproducibilidad es la cercania entre
los resultados de las mediciones de la misma magnitud por medir, efectuada bajo
condiciones de medicién diferentes. Las condiciones que cambian pueden ser
entre otras: el principio de medicion, el método de medicion, el observador, el
instrumento de medicién, el patrén de referencia, el lugar, las condiciones de uso y
el tiempo.”

» Criterios de aceptacion de la precision
- Coeficiente de variacién de Horwitz y el parametro HorRat

Uno de los criterios de aceptabilidad ampliamente usados para la precision en
términos de repetibilidad y reproducibilidad es el método del coeficiente de
variacion de Horwitz y el pardmetro HorRat. Segun Horwitz la magnitud de las
dispersiones obtenidas en los ensayos analiticos esta relacionada con el nivel de
concentracion del analito™. El valor de la expresion es la siguiente:

*®Ibid, p. 86

* AGUIRRE, Leticia. Validacién de métodos analiticos. Barcelona: Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de
la Industria, 2001. 331p.

®8GARCIA, Op cit., p. 86

*Ibid., p. 86

° LLAMOSA, Op cit., p. 456.

n VALCARCEL, A, RIOS, A. La calidad en los laboratorios analiticos, Espafia 1992.54p.
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DSRy = CVy = 2*C % Ecuacion 8

Donde C es la concentracién expresada en fraccion de masa como se indica en la
siguiente tabla:

Tabla 3. Relacion entre los valores de concentracion y su correspondiente fraccion
de masa’’.

Concentracion | Fraccion de masa
100% 1.0
10% 0,1
1% 0,01
0,1% 0,001
0,01% = 100ppm 0,0001
10 ppm 0,00001
1ppm 0,000001
10 ppb 0,00000001
1 ppb 0,000000001

El proceso para realizar la conversion de cualquier concentracion a fraccion de
masa es iniciar cambiando la concentracion inicial a porcentaje y dividir finalmente
entre 100.

Una vez calculado el valor teérico predicho por Horwitz (%DSR}), este se compara
con el valor de la desviacion estandar relativa (%DSR,) obtenida para cada nivel
de concentracién empleando el parametro HorRat,">:

%DSR y
22> Ecuacion 9
RH

HorRat,= DS
0

En la practica los resultados HorRat aceptables oscilan entre 0,2 y 2; aunque
estos no son limites absolutos. Para su interpretacion es importante considerar
que las desviaciones consistentes hacia el limite inferior (valores < 0,2) pueden
indicar promedios no reportados o0 excelente entrenamiento y experiencia; las
desviaciones consistentes hacia el limite superior (valores > 2) pueden indicar no
homogeneidad de las muestras, necesidad de optimizar el método o
entrenamiento, operaciones bajo el limite de cuantificacibon o un método no
satisfactorio.”

2 AOAC INTERNACIONAL. Appendix F. Guidelines for Standar Method Performance. En:Guidelines for
Dietary Supplementes and Botanicals. 2012, 32p.

" RIVERA, Carlos. Uso de la ecuacién de Horwitz en laboratorios de ensayos NMX-EC-17025. Simposio de
metrologia 2010.

" Ibid., p.2.
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- Anédlisis de Varianza ANOVA

El analisis de varianza contrasta la hipotesis de igualdad de las Medias para las n
variables, y tiene su fundamento en la relacion entre la variacion explicada por las
diferencias entre grupos y la variacion individual.

La Hipotesis Nula Ho es:

Mi- M- ... - Hn =0
La Hipotesis Alterna H1 es:
H1- Ho- ... - un?fO

El estadistico de contraste esta dado por la ecuacion 10:

MCe
MCi

F = Ecuacion 10

Donde MCg y MC, son las Medias Cuadréticas "entre" e "intra" respectivamente.

El fundamento del estadistico de contraste es:
a) El efecto de las variables en cada grupo es medido por la Media de las
concentraciones de cada grupo.

b) Si todos todas las variables tuvieran el mismo efecto, se esperaria que las
Medias de los grupos fueran semejantes:
X1=X>=...=X;

En cambio, cuanto mas diferentes sean los efectos de las variables, mas
diferentes se espera que sean las Medias.

c) La Media Cuadrética "entre" mide la variacion explicada por las diferencias
entre las Medias de los grupos mas la variacibn explicada por diferencias
individuales:

Ecuacién 11
Donde
J: Nimero de grupos
n: Numero de datos
gle: Grados de libertad

Si las Medias fueran semejantes, la Media Cuadratica "entre" seria igual a 0
(porque la Media de cada grupo seria igual a la Media total). Si las Medias fueran
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diferentes, la Media Cuadratica "entre" sera mayor cuanto mas y mayores sean las
diferencias.

d) La variacion individual es medida por la Media Cuadratica "intra":

Ecuacion 12

Donde
gl: grados de libertad "intra"= J(n-1).
La Media Cuadratica "intra" mide la variacion explicada por diferencias individuales
porque solo depende de las diferencias dentro de cada grupo. En cambio, las
diferencias entre grupos no explican la variacion "intra".
e) El estadistico F pone en relacion la variacién "entre" respeto de la variacion
“intra™:

Ecuacioén 13
Cuanto mayor es la variacion "entre" en relacion a la variacion "intra", mayor es el

valor de F.

f) Para generalizar a la poblacién se opera con los valores esperados de las
Medias Cuadraticas:

Ecuacion 14
El valor esperado de la Media Cuadrética "entre" es igual a la Varianza explicada

por las diferencias individuales mas una cantidad cuyo valor depende de las
diferencias entre las variables.

Ecuacion 15

El valor esperado de la Media Cuadrética "intra" es igual a la Varianza explicada
por diferencias individuales.
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g) Si la Hipotesis Nula fuera verdadera, es decir, si NO hubiera diferencias entre
las Medias poblacionales, el valor del término de la derecha en la expresion del
valor esperado de la Media Cuadratica "entre", que es:

tomaria el valor O (porque las diferencias dentro del paréntesis siempre serian 0).
En consecuencia, el estadistico F seria una razén de dos estimadores de la misma
Varianza y seguiria la distribucion F con J-1y J(n-1) grados de libertad.

h) Si la Hipotesis Nula fuera falsa, es decir, si hubiera diferencias entre las Medias
poblacionales, la expresion

tomaria un valor superior a 0. En consecuencia, el estadistico F NO seria una
razon de dos estimadores de la misma Varianza y el cociente F NO seguiria la
distribucion Fj.1 jpn-1).

i) En conclusion, si el estadistico F sigue la distribucion Fj.1 yn-1) S€ pensaria que
no hay evidencia suficiente por rechazar la Hipodtesis Nula. En cambio, si el
estadistico F NO sigue la distribucion Fj.13n-1), S€ pensaria que es mas razonable
rechazar la Hipétesis Nula”.

2.7.2.5. Efecto Matriz

El efecto matriz consiste en una disminucion o aumento de la respuesta
instrumental del analito debido a la presencia de otros componentes. En otras
palabras, para la misma concentracion de analito, el analisis de una muestra real o
de una disolucién estandar del analito puro no proporciona la misma respuesta
instrumental. El efecto matriz provoca un error sistemético proporcional, es decir,
dependiente de la concentracién de analito en la muestra.

Una posibilidad para evitar el efecto matriz seria construir siempre la recta de
calibrado tomando una muestra parecida a la muestra problema pero libre del
analito a determinar (un blanco de muestra), y afiadirle cantidades conocidas del

®BOQUE, R, MAROTO, A. El andlisis de la varianza (ANOVA). Comparacion de multiples poblaciones. Grupo
de Cualimetria y Quimiometria. Universitat Rovira i Virgili. 2011.
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analito para formar soluciones patron. Sin embargo, esta aproximacion resulta, en
numerosos casos, impracticable, pues el efecto matriz puede variar de una
muestra a otra y ademas, puede que no podamos disponer de una muestra sin el
analito en cuestién.”

No obstante, la mejor alternativa para soslayar el efecto matriz es utilizar la técnica
de las adiciones estandar, que consiste en la adicion de cantidades conocidas y
crecientes del analito a la propia muestra problema, la lectura de las
correspondientes respuestas instrumentales y la construccion de la recta de
adiciones estandar. La posterior cuantificacion del analito se realiza por
extrapolacion de la recta de calibrado al punto del eje de abscisas donde la
respuesta es cero. El mayor inconveniente de esta técnica es que se necesita
construir una recta de adiciones estandar para cada muestra que se quiera
analizar, lo cual supone un incremento sustancial en el volumen de trabajo del
laboratorio.”’

v Interferencias en los métodos colorimétricos del cloruro estafioso y
del acido ascorbico

De acuerdo a lo reportado por el libro Standard Methods edicion 22, las
interferencias para el método colorimétrico del cloruro estafioso se clasifican en
positivas las cuales son causadas por silicio y arseniato, solo si la muestra es
calentada y negativas que son causadas por arseniatos, fluoruro, torio, bismuto,
sulfuro, tiosulfato, tiocianato o exceso de molibdato. Un color azul se desarrolla
debido a la presencia de i6n ferroso pero no afecta los resultados si la
concentracion es menor que 100 mg/L. lones que interfieren en concentraciones
sobre 1000 mg/L son: A", Fe**, Mg®*, Ca®*, Ba**, Sr**, Li*, Na*, K, NH,*, Cd?*,
Mn#*, Pb?* Hg*, Hg?*, Sn**, Cu®, Ni**, Ag", U*", zr**, AsO* , Br, COs%, ClO, , CN’
, 1057, Si0Os *, NO3 , NO, , SO.,*, SOs%, pirofosfato, molibdato, tetraborato,
selenato, benzoato, citrato, oxalato, lactato, tartrato, formiato y salicilato. El CI" a
75 mgl/L interfiere si en el procedimiento se usa HNO3."

Para el caso del método colorimétrico del acido ascorbico, una interferencia son
los arseniatos, los cuales reaccionan con el reactivo de molibdato para producir un
color azul similar al formado con el fésforo. EI cromo hexavalente y el ibn NOy
interfieren a concentraciones de 1 mg/L a 10 mg/L. Sulfuros (Na,S) y silicatos, no
interfieren a concentraciones de 1,0 y 10 mg/L."

“Ibid., p. 4.

""MILLER Y MILLER, Op. cit., p 119.

® AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATION, WATER
POLLUTION CONTROL FEDERATION. Op. cit., p. 4-153

™ Ibid., p 4-155.
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> Evaluacion del efecto matriz

Se ha encontrado que ninguna técnica estadistica resulta ser lo suficientemente
eficiente en la evaluacion del efecto matriz en las diferentes técnicas de analisis
instrumental. Por lo tanto es necesario realizar la evaluacion mediante diferentes
técnicas estadisticas, como porcentaje de efecto matriz, prueba pareada y
métodos de regresion®.

» Expresion del efecto matriz.

a)Porcentaje de efecto matriz: Corresponde al porcentaje calculado con base en
la respuesta de los analitos en solvente y la respuesta de los analitos en la matriz
de referencia. Este calculo viene dado por la ecuacion 16:%

Respuesta en matriz
Respuesta en solvente

% Efecto Matriz = ( ) x 100% Ecuacién 16

b) Prueba t- test pareado: Esta prueba, compara la igualdad de medias en las
respuestas del analito en los diferentes niveles de concentracion para las
soluciones en solvente y en matriz. El procedimiento general para la realizacion de
esta prueba es:

I. Se promedian los duplicados.

Il. Se restan los correspondientes promedios (matriz-solvente).

lll. Se halla el promedio de las diferencias (d).

IV. Se halla la desviacion estandar de las diferencias (SD).

V. Se compara con t de las tablas para un 95% de nivel de confianza, dos
colas y se concluye.

Si el valor calculado de t es menor que el tabulado, no se rechaza la hipotesis
nula, es decir el efecto matriz no es significativo®.

El célculo se realiza aplicando la siguiente ecuacion:

T calculado = d)s(—\[/)ﬁ Ecuaciéon 17

c) Estimacion del efecto matriz a partir regresion lineal: Otro método para
determinar la presencia o ausencia del efecto matriz es el empleo de la regresion
lineal. Para ello se determina la respuesta en el método a diferentes niveles de
concentracion tanto en solvente como en extracto de matriz, posteriormente se

8 AHUMADA, Diego. Reduccion del efecto matriz en el andlisis de residuos de plaguicidas mediante
cromatografia de gases. Tesis de maestria en ciencias quimicas. Bogota D.C.: Universidad Nacional de
Colombia. Facultad de ciencias. Departamento de quimica. 2010. 293p.

& |pid., p. 42

8 |pid., p. 42
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hace una grafica de la respuesta obtenida en solvente contra la respuesta
obtenida en matriz. En el caso en el que no exista presencia de efecto matriz la
pendiente de esta recta debe ser igual a 1 y el intercepto igual a cero, por lo tanto,
se hace necesario evaluar el cumplimiento de esto mediante el calculo de los
limites de confianza de estos estimadores, lo cual dependera del tipo de regresion
empleada (ponderada o no ponderada).Esta técnica para evaluar la presencia del
efecto matriz tiene como principales desventajas (i) que se debe tener una buena
regresion, (ii) las concentraciones que se evallan deben ser equidistantes, (iii) el
namero minimo de puntos en la regresion deberia corresponder a 10 y (iv) se
asume que no hay errores en el eje X%.

2.7.2.6. Exactitud

La exactitud de un método analitico es “la capacidad para obtener resultados
préoximos al verdadero”. Es el grado de concordancia entre el resultado de ensayo
y el valor de referencia.

La exactitud se expresa en términos de errores absolutos y relativos; El error
absoluto (Ea) de una medida es la diferencia entre el valor verdadero y un
conjunto de valores que se han medido, se determina mediante la ecuacion 18:

Ea=xi—xt Ecuacién 18

El error relativo es el cociente entre el error absoluto de la medida y el valor
verdadero este suele expresarse en términos de porcentaje y se calcula mediante
la ecuacion 19:

Xi—Xr Valor medido - Valor esperado
T 100= i

Xt Valor esperado

x100

Error relativo: %E =

Ecuacion 19

Cuando se aplica a un método de ensayo, el término “exactitud” se refiere a una
combinacion de veracidad y precision.

La veracidad determina el grado de coincidencia existente entre el valor medio
obtenido de una serie de resultados y un valor de referencia aceptado. La
veracidad puede ser determinada por sesgo o recuperacion.

Sesgo (s): La diferencia entre la expectativa relativa a los resultados de un
ensayo 0 una medicién y el valor verdadero. En la practica el valor convencional
de cantidad puede sustituir el valor verdadero.

Para determinar el sesgo puede utilizarse material de referencia, material
fortificado, material control, material ensayo de aptitud: Para este fin, se debe
medir un analito de concentracién conocido y se determina la diferencia en valor

% Ibid., p. 43.
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absoluto entre el valor conocido y la media del valor obtenido. Una diferencia
sistematica importante en relacion al valor de referencia aceptado se refleja en un
mayor valor del sesgo, cuanto mas pequefio es el sesgo, mayor veracidad indica
el método.

Para evaluar el sesgo se debe utilizar la Prueba t, en la cual tcacuiada<tiabulada

t _ [Xa_X]
calc — Sxyvn

Ecuacion 20

Donde:

tcac=t observado o calculado

Xa = Valor esperado o valor certificado en concentracion

X= Promedio de valores leidos u observados en concentracion
S= Desviacion estandar

n= Numero de lecturas o valores observados.

Recuperacion (R): Es la fraccion de la sustancia agregada a la muestra (muestra
fortificada) antes del andlisis, al ser analizadas muestras fortificadas y sin fortificar.

La recuperacion permite ver el rendimiento de un método analitico en cuanto al
proceso de extraccion y la cantidad del analito existente en la muestra original. Por
lo cual, la recuperacion esta intrinsecamente relacionada a las caracteristicas de
la matriz de la muestra®*.

Segun la literatura consultada, existen diferentes métodos para evaluar la
exactitud:

a) Comparacion con un método oficial, validado o estandarizado

La muestra se analiza utilizando el método a validar y un segundo método bien
caracterizado, el cual debe tener una exactitud bien definida y establecida. Se
analizan 6 muestras por duplicado a la concentracion normal de trabajo por ambos
métodos y se lleva a cabo un analisis de varianza ANOVA del porcentaje de
recuperacion o del error relativo en porcentaje para determinar si existen o0 no
diferencias significativas entre la exactitud de los métodos comparados.®

8 DUFFAU, Boris; ROJAS, Fabiola. Validacion de métodos y determinacién de la incertidumbre de la
medicién. En: Guia Técnica 1.Diciembre, 2010. 70p.

CARDENAS, Dayana. Validacién de un método UV VIS para la cuantificacion de fenoles totales en jarabe
Vimang. Trabajo de grado Licenciatura en Ciencias Farmacéuticas. Instituto de Farmacia y Alimentos. 2006.
47 p.
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b) Método de adicion de patron

Se puede realizar con placebo enriqguecido con un patrén o con muestra
enriquecida con el patrén, de no contarse con el placebo. La ICH (International
Conference Harmonization) recomienda preparar muestras por triplicado para
cada nivel de concentracion. En el caso del trabajo con muestras enriquecidas, si
se desea calcular el porcentaje de recuperacion, debe conocerse el contenido del
analito en la muestra antes de la adicién del patron®.

Los criterios de aceptacion se reportan en la tabla 4.

Tabla 4. Criterios de aceptacién para el método de adicién del patron®’.

Ensayo Criterio de aceptacion
Muestra enriquecida | Porcentaje (%) de recuperacién esperado: 80 — 120%

Fuente: AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, AMERICAN WATER
WORKS ASSOCIATION, WATER POLLUTION CONTROL FEDERATION.
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.

Para determinar el porcentaje de recuperacion se utiliza la ecuacién 21.:

Ecuacion 21

Cwm= concentracién promedio analizada en la muestra no adicionada,
Cwma= concentracion analizada en la muestra adicionada, y
Ca= concentracién conocida adicionada a la muestra.

2.7.2.7. Incertidumbre de los resultados

Es un pardmetro de identificacion central e imprescindible para preparar una
acreditacion segun la Norma I1SO 17025. Incluye los errores sistematicos y
aleatorios.

La incertidumbre de una medicién es el pardmetro asociado al resultado, es decir,
caracteriza la dispersion de los valores que razonablemente pueden ser atribuidos
al mesurando.

86 1.:

Ibid., p. 16.
8 AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATION, WATER
POLLUTION CONTROL FEDERATION. Op. cit., p. 4-153
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En este sentido, es importante que para un método validado o verificado por el
laboratorio, se realice la determinacién de las diferentes fuentes o componentes
de la incertidumbre de la medicion presentes.

La incertidumbre de la medicion comprende, en general, muchos componentes.
Algunos de estos pueden ser evaluados por tipo. Para este fin el laboratorio
debera realizar una evaluacion de las incertidumbres tipo A y B que estan
presentes en el método:

- Evaluacion de incertidumbre tipo A: Evaluacién de un componente por un
analisis estadistico de los valores de mediciones obtenidos en condiciones de
medicion definidas. Ejemplo: realizar varias mediciones en condiciones de
repetibilidad.

- Evaluacién de incertidumbre tipo B: Evaluacibn de un componente
incertidumbre de la medicion realizada por otros medios distinto a los del tipo A.
Ejemplos: La evaluacion basada en la informacién, datos obtenidos a partir de un
certificado de calibracién, datos obtenidos a partir de los limites, etc®.

En general, la incertidumbre esta dada por los errores sisteméticos y aleatorios
presentes en el ensayo analitico.

La determinacion de la incertidumbre incluye generalmente 3 pasos:
Paso 1: Determinacion de las fuentes.

Paso 2: Expresar los componentes en una incertidumbre estandar y combinar las
diferentes incertidumbres:

a) A partir de la masa de KH;PO4
Se halla con los datos del certificado de calibracion de la balanza la incertidumbre
original de la masa de KH,PO, pesada para la preparacion de la solucién patrén,
mediante la ecuacién 28°%°:

U=Uo+(b*mwi) Ecuacion 22
Donde

U: Incertidumbre original
Up= Resolucion entregada por el fabricante

% DUFFAU, Op. cit., p. 50-52

8 CENTRO NACIONAL DE METROLOGIA y ENTIDAD MEXICANA DE ACREDITACION. Guia técnica sobre
trazabilidad e incertidumbre en las mediciones analiticas que emplean la técnica de espectrofotometria de
ultravioleta-visible. México, Abril, 2008. 68p.
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b= Valor entregado por el fabricante
mwi= Masa de KH,PO, pesada
Se continda con el calculo de la incertidumbre estandar aplicando la ecuacion 23,

. U .,
uxi = — Ecuacion 23

Donde

uxi: Incertidumbre estandar de la balanza.

U: Incertidumbre original reportada en el certificado.
k: Factor de cobertura.

b) Incertidumbre por resolucién de la balanza:

Para calcular la incertidumbre de la resolucion de la balanza se aplican las
ecuaciones 22 y 23, teniendo en cuenta que en este caso la masa de KH;PO,4
vale O.

Para el célculo de la incertidumbre combinadaUCxi (ecuacidon 24), la expresion
uxia haréa referencia a la incertidumbre estandar de la masa de KH,PO,4, mientras
qgue uxib a la incertidumbre estandar de la resolucién de la balanza.

UCxi = /(uxia)? + (uxib)?> Ecuacion 24

La incertidumbre estandar relativa UR se refiere a la incertidumbre combinada
dividida entre el valor estimado (Xi) que en este caso es la masa de KH,PO,4
pesada inicialmente®.

URUC—’,d Ecuacion 25

Xl

UR: Incertidumbre estandar relativa
Ucxi: incertidumbre combinada
Xi: valor estimado

c) Incertidumbre debida a la masa molar de KH,PO,4

Para la determinacion de la incertidumbre estandar de la masa molar del KH,P Oy,
primero se halla la incertidumbre estandar de cada elemento, luego se procede a
determinar la incertidumbre combinada del KH,PO,4. Para estos calculos se tuvo
en cuenta que esta es una distribucion rectangular con la siguiente ecuacion.

. a .« s
Uxi= 5 Ecuacion 26

“Ibid., p. 50.
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Donde:
a: Incertidumbre original

UCKH2P04 = /(uK)? + (uH2)? + (uP)? + (u04)* Ecuacion 27

Donde:
UCKH2PO4: Incertidumbre combinada de KH,PO4
uK, uH2, uP, uO4: Incertidumbre estandar de K, Hy, P y O,4 respectivamente.

La incertidumbre estandar relativa se refiere a la incertidumbre combinada
(ecuacion 27) dividida entre el valor estimado (Xi) que en este caso es la masa
molecular de KH>PO,.

d) Preparacion de las soluciones patrén

Para la estimacion de la incertidumbre de la preparacion de las soluciones patron
se debe tener en cuenta las diluciones que se hayan realizado.

En el proceso de una dilucion se identifican dos fuentes de incertidumbre, el V2 de
aforo y el V1 de la alicuota de la muestra. La estimacidn de incertidumbre relativa
del factor de dilucién, se realiza combinando las incertidumbres de ambas
mediciones: volumen de la alicuota de muestra y volumen de aforo, de forma
relativa y cuadratica, de acuerdo a la ecuacion 28

% - \/(“V—Vll)z + (”V—';Z)ZEcuacic’)n 28

e Estimacion de las fuentes de incertidumbre de la mediciéon de volumen
de la alicuota V1 y aforo V2.

La estimacion de incertidumbre de la medicion de volumen Vn en cualquier
material volumétrico, identifica tres principales fuentes de incertidumbre que
afectan esta medicion:

1. El efecto de la variabilidad o repetibilidad del volumen medido por el analista.
Se calcula con la siguiente ecuacion:

S

" Ecuaciéon 29

Uv =

Donde

Uv: Incertidumbre estandar de la de la variabilidad o repetibilidad del volumen
medido.

S: Desviacién estandar de las pesadas del volumen transferido.

n: Numero de mediciones.
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2. El efecto de la variacion de la temperatura con respecto a la temperatura de
calibracion del material volumétrico, que se estima a partir del factor de expansién
del liquido.

_ (T-T20)xa*V .,
UT = — 5 Ecuaciéon 30

Donde

UT: Incertidumbre estdndar de la variacion de la temperatura.
T: Temperatura del agua °C al momento de la medicion

T20: 20 °C, temperatura de referencia

a: Coeficiente de expansion del volumen del agua (0,00021)
V: Volumen de la pipeta aforada (20mL)

3. La tolerancia del material volumétrico.

Tol

7 Ecuacion 31

Utl =

Uy: Incertidumbre estandar de la tolerancia del material volumétrico
Tol: tolerancia del material volumétrico, para este caso (balén aforado de
1000mL)=0,5mL

La estimacion de la incertidumbre relativa del Vn, se determina de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

v _ \/(@)2 N (E)Z N (U—”)ZEcuacic’)n 32

Vn m %4 %4

Donde

uUvn: Incertidumbre relativa del Vn

Vn: Volumen nominal

V: Volumen 1

UR: Incertidumbre relativa del efecto de la variabilidad o repetibilidad del volumen
medido

UT: Incertidumbre relativa efecto de la variacién de la temperatura con respecto a
la temperatura de calibracion del material volumétrico, que se estima a partir del
factor de expansion del liquido.

Utl: Incertidumbre relativa de la tolerancia del material volumétrico®*.

*Ibid., p. 52
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e) Incertidumbre de la pureza del reactivo. (Ur)

En este caso a partir del certificado del reactivo KH,PO, emitido por el fabricante
(MERCK).

f) Concentracién de Fosforo total medido en el instrumento a través de la
curva de calibracion

Se tienen en cuenta dos fuentes de incertidumbre: I. Incertidumbre de debida a la
curva de calibracién y Il. Incertidumbre debida a la lectura del blanco.

I. Incertidumbre debida a la curva de calibraciéon

Para calcular la incertidumbre debida a la curva de calibracion se aplica la
ecuacion 36:

s [r1 1 .,
Uy(pT) = 37 (;) + (5) + () — Yure))*/Sxx) Ecuacion 33

Donde
uyer Incertidumbre del mesurando obtenida por el instrumento calibrado.
S Desviacion estandar residual del célculo de regresion lineal
bl La pendiente calculada
p El nimero de réplicas de la solucién en estudio (10)
n numero puntos en la curva de calibracion multiplicado por el nUmero de

réplicas de cada punto (total de datos) (i*j) (8*14= 112)

Y La concentracion en estudio. (1ppm)

vYmrc El promedio de las concentraciones calculadas. (0,6)

Sxx  Suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones obtenidas
(1,02)

Il. Incertidumbre debida a la lectura del blanco

Para calcular la incertidumbre debida a la lectura del blanco se aplica la ecuacién
37.

Ublanco = —2_ Ecuacion 34
Vn

Ublanco: Incertidumbre debida a la lectura del blanco
Sh: Desviaciéon estandar de las lecturas en concentracion de los blancos
n: Numero de lecturas del blanco

Para calcular la incertidumbre relativa combinada se aplica la ecuacién 35:

URC = \/(uy(pT))z + (Ublanco)? Ecuacién 35
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Donde

URC: Incertidumbre combinada relativa de la concentracion de Foésforo total
medido en el instrumento a través de la curva de calibracion.

uyen): Incertidumbre del mesurando obtenida por el instrumento calibrado

Ublanco: Incertidumbre debida a la lectura del blanco®

g. Incertidumbre de la precisién de las muestras

En este punto se debe hacer una estimacion de las incertidumbres de los factores
de dilucion, en caso de que se hubieran realizado diluciones, teniendo en cuenta
las ecuaciones 28, 29, 30, 31 y 32. Luego se procede a estimar las incertidumbres
asociadas con la precision, asi:

1. Incertidumbre estdndar asociada con la repetibilidad

Para calcular la incertidumbre asociada con la repetibilidad se aplica la ecuacion
36:

Sm

N Ecuacion 36

Urepetibilidad =

Donde

Urepetibilidad: Incertidumbre estandar de la repetibilidad
Sm: desviacién estandar de las lecturas en concentracion.
n: Namero de repeticiones

2. Incertidumbre estandar asociada con la reproducibilidad
Para calcular la incertidumbre asociada con la reproducibilidad se aplica la

ecuacion 37:
sm

N Ecuacién 37

Ureproducibilidad =

Donde

Ureproducibilidad: Incertidumbre estandar de la reproducibilidad
Sm: desviacidon estandar de las lecturas en concentracion.

n: Namero de repeticiones.

Para calcular la incertidumbre combinada de la precision se aplica la ecuacion 38:

Uprec = ./ (Urepetibilidad)® 4+ (Ureproducibilidad)* Ecuacion 38

Donde
Uprec: Incertidumbre combinada de la precision
Urepetibilidad: Incertidumbre estandar de la repetibilidad

*|bid., p. 53.
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Ureproducibilidad: Incertidumbre estandar de la reproducibilidad
Para calcular la incertidumbre relativa de la precision se divide la incertidumbre
combinada de la precision entre el valor estimado Xi:

Uprec

UR = Ecuacion 39

Xt

Donde
Uprec: Incertidumbre combinada de la precision
Xi: Valor estimado

Paso 3: Determinacion de la incertidumbre expandida

Es decir, multiplicar la incertidumbre combinada por un factor de cobertura de k =
2, a fin de entregar un 95% de confianza, y asi establecer el intervalo entorno al
resultado de la medicion en el cual se puede esperar que se incluya la mayor
fraccion de la distribucion de los valores que se pueden atribuir razonablemente al
mesurando.”®

INCERTIDUMBRE ESTANDAR COMBINADA EN EL ANALISIS DE FOSFORO
TOTAL

Se realiza sacando la raiz cuadrada de la sumatoria de las incertidumbres
relativas elevadas al cuadrado, de acuerdo a la ecuacion 40:

UC = \/(UR1)? + (UR2)2 + (UR3)? + (UR4)? + (UR5)? Ecuacion 40
Donde
UR1: Incertidumbre relativa de la preparacion de la solucion patron (50ppm de
Fosforo)
UR2: Incertidumbre relativa debida a la preparacion de la Solucién intermedia
(10ppm de fosforo)
UR3: Incertidumbre relativa debida a la concentracién de la Solucién de 1ppm de
fosforo
UR4: Incertidumbre relativa de la concentracion de Foésforo total medido en el
instrumento a través de la curva de calibracion
URS: Incertidumbre relativa de la precision de las muestras

% DUFFAU, Op. cit., p.49-52
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e EXPRESION DE LOS RESULTADOS
Incertidumbre Estandar Combinada:

[Pr]Jmuestra= [Pr]muestra + (UC * [Pr]muestra) Ecuacion 41
Considerando un nivel de confianza del 95% y un factor de cobertura de k = 2 se
tiene:

Uexp= UC * 2 Ecuacion 42
Donde, U= Incertidumbre expandida
Incertidumbre expandida
[Pr]Jmuestra= [Pr]Jmuestra = (UC * [Pr]Jmuestra * 2) Ecuacién 43
2.7.2.8. Control de Calidad Interno. Elaboracion de una carta de control

El control de calidad interno es el conjunto de procedimientos llevados a cabo por
el personal del laboratorio para controlar en forma continua la operaciéon y los
resultados de las mediciones a fin de decidir si los resultados son suficientemente
confiables para ser emitidos.

El objetivo primordial de un programa de control interno es el de asegurar que los
resultados que se obtengan en el laboratorio se enmarquen dentro de los limites
aceptables de desviacion a partir de los valores verdaderos. Usando la media y la
desviacién estandar, el laboratorio puede establecer limites de decision. Estos
limites son utilizados para definir qué resultado del control es considerado
aceptable. Los limites de decisidon son establecidos a £1s, 2s y 3s de la media.

Se somete rutinariamente la muestra control al analisis completo en condiciones
de reproducibilidad y luego se evalGan estadisticamente los resultados obtenidos.

Cuando un proceso analitico esta en control, los datos de las cartas de control
formaran una distribucién Gaussiana, donde aproximadamente el 99.7% de los
resultados caeran dentro de los limites de £3s. Los resultados de cartas de control
que estan fuera de los limites de 3s son generalmente considerados fuera de
control, y el ensayo deberia ser rechazado. Los resultados de cartas de control
mayores a 2s, pero dentro del limite 3s no necesariamente indican que el ensayo
deba ser rechazado, ya que aproximadamente 4% de los resultados validos
caeran entre 2s y 3s.%

%PpAEZ, Lilian. Validacion secundaria del método de filtracion por membrana para la deteccion de coliformes
totales Escherichia coli en muestras de agua para consumo humano en el Laboratorio de Salud Publica del
Huila. Trabajo de grado Microbidloga Industrial. Bogota D.C.: Universidad Pontificia Javeriana. Facultad de
Ciencias. Carrera de Microbiologia Industrial. 2008, 134p.
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2.7.2.9. Matriz AMEF en la aplicacion de procedimientos analiticos

AMEF 6 Anadlisis de Modo y Efecto de Falla, es una herramienta para la mejora,
utilizada para detectar por anticipado los posibles modos de falla, con el fin de
establecer los controles adecuados que eviten la ocurrencia de defectos. Los
objetivos que se desean alcanzar cuando se desarrolla un AMEF son: identificar
los modos de falla potenciales, sus posibles causas y el efecto, determinar las
consecuencias de las fallas en el desempefio del sistema e identificar las acciones
qgue pudieran eliminar o reducir la posibilidad de que ocurra el modo de falla. Cada
vez que haya alguna modificacién en el proceso se debe actualizar el AMEF.

La elaboracion de una matriz AMEF se puede resumir en 11 pasos:

i) Proceso: Describe de manera breve y concreta el proceso que desea analizar
ii) Modo de falla Potencial: Es la manera en que podria fallar el proceso para
cumplir con los requerimientos previstos.

iii) Causas de falla potencial: Situaciones que podrian dar origen al modo de
falla, de modo que las acciones correctivas puedan ser orientadas hacia las
causas pertinentes.

iv) Grado de ocurrencia: Se estima la frecuencia de la causa de falla potencial,
utilizando una escala de 1 a 10, donde “1” indica remota probabilidad de
ocurrencia y “10” muy alta probabilidad de ocurrencia.

v) Efecto de falla potencial: Se describen los efectos del modo de falla en
términos de lo que el usuario pueda experimentar.

vi) Grado de severidad: Se estima la gravedad del efecto de falla potencial en el
usuario final, utilizando una escala de 1 a 10, donde “1” indica una consecuencia
sin efecto y “10” una consecuencia muy grave.

vii) Controles: Describe los controles actuales que estan dirigidos a prevenir o
detectar el modo de falla potencial.

viii) Deteccion: Se estima la probabilidad de que los controles del proceso
detecten el modo de falla potencial antes de terminar el proceso, utilizando una
escala de 1 a 10, “1” indica alta probabilidad de que la falla se pueda detectar y
“10” indica que es improbable de ser detectada.

iX) Niomero de Probabilidad de Riesgo, NPR: Es un valor que establece una
jerarquizacion de los problemas a través de la multiplicacion del grado de
ocurrencia, severidad y deteccion, éste provee la prioridad con la que debe de
atacarse cada modo de falla. Toma valores de 1 a 1000, para los NPR mas altos
se deben emprender acciones efectivas con el fin de reducir el riesgo de falla.

X) Acciones recomendadas: Es una descripcién de las acciones correctivas o
preventivas encaminadas a eliminar 6 disminuir la ocurrencia de la causa de falla
potencial, reducir la severidad del modo de falla y/o incrementar la probabilidad de
deteccion.
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xi) Responsable: Se indica el area o proceso y persona responsable de ejecutar
las acciones recomendadas.®

2.8. ANTECEDENTES

Varios estudios se han llevado a cabo para determinar las condiciones adecuadas
de preservacion y almacenamiento de las muestras, asi como también las que
permitan definir el pretratamiento de las mismas, para la determinacion de fosforo
total en aguas y lixiviados.

En el articulo titulado Procedures for the storage and digestion of natural waters for
the determination of filterable reactive phosphorus, total filterable phosphorus and
total phosphorus, publicado en 1998, W. Mahery colaboradores hablaron respecto
a los procedimientos alternativos de almacenamiento y de digestion de muestras
de agua para la determinacion de fosforo reactivo filtrable, fésforo total filtrable y
fosforo total. Para el analisis de fosforo total en muestras de lago, Lambert et al,
encontraron que el almacenamiento mas adecuado se hacia cuando las muestras
sin filtrar se almacenaban en recipientes de polietileno de baja densidad y a -10°C;
las concentraciones de TP no se vieron afectadas por encima de los 150 dias.*

En Determination of total phosphorus and nitrogen in turbid waters by oxidation
with alkaline potassium peroxodisulfate and low pressure microwave digestion,
autoclave heating or the use of closed vessels in a hot water bath: comparison with
Kjeldahl digestion, publicado en 2002, W. Maher y colaboradores compararon la
eficiencia del procedimiento de digestién con persulfato de potasio usando tres
tipos diferentes de calentamiento: microondas a bajas presiones, autoclave o
calentamiento en bafio de agua caliente, con la digestion Kjeldahl con &cido
sulfurico-sulfato de potasio, para la determinacion de nitrégeno y fésforo total en
aguas de lago y rio. La determinacion de fésforo como ortofosfato, se realizo
mediante la técnica colorimétrica del acido ascoérbico, midiendo la absorbancia a
880nm. Las condiciones a las cuales la recuperacion de fésforo fueron mejores
(92-100%), se dieron con el procedimiento de digestion en microondas
manteniendo el calentamiento a 95°C por 30-40min. Influyé también el pH; en
condiciones acidas, se produce la hidrolisis de algunos compuestos organicos
fosforados y polifosfatos.”’

QSCUELLAR, Oscar Andrés. Validacion, determinacion de la trazabilidad y estimacion de la incertidumbre del
método del acido ascorbico para la determinacion de fosforo total y disponible total en el Laboratorio de
Quimica Ambiental de la Universidad Tecnoldgica de Pereira. Trabajo de grado. Quimico Industrial. Pereira:
Universidad Tecnolégica de Pereira. Facultad de Tecnologia. Escuela de Quimica, 2012. 82p.

% MAHER, W. Procedures for the storage and digestion of natural waters for the determination of filterable
reactive phosphorus, total filterable phosphorus and total phosphorus, En: Analytica Chimica Acta. Abril, 1998.
vol. 375, no. p. 5-47.

" MAHER, W. Determination of total phosphorus and nitrogen in turbid waters by oxidation with alkaline
potassium peroxodisulfate and low pressure microwave digestion, autoclave heating or the use of closed
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En el 2004, Meifang Zhou y David M. Struve en su trabajo titulado The effects of
post-persulfate-digestion procedures on total phosphorus analysis in water,
investigaron sobre los efectos que tienen los diferentes procedimientos de
tratamiento post-digestion, tales como la neutralizacion y la reacidificacion y los
procesos de agitacion/sedimentacion, en el analisis de fosforo total en muestras
de agua. El método colorimétrico empleado para la determinacion de fosforo total
fue el del acido ascérbico y la digestion se realiz6 utilizando H,SO4 10.8N y
persulfato de amonio al 40%. Asi estandarizaron un procedimiento de tratamiento
de digestion y post-digestion para el analisis de fésforo total en muestras de agua,
en el cual después de tratar las muestras con una solucién acida de persulfato, se
sometigsron a digestién en autoclave a 125°C y 14 kg/cm?de presién durante
30min.

En el articulo Rate of phosphoantimonylmolybdenum blue complex formation in
acidic persulfate digested sample matrix for total dissolved phosphorus
determination: Importance of post-digestion pH adjustment, publicado en el
2008,Xiao-Lan Huang y colaboradores, realizaron un estudio en donde se
demostré que los productos intermedios que resultan del procedimiento de
digestion &cida con persulfato, pueden afectar la formacion y el desarrollo del color
del complejo que es analizado espectrofotométricamente para la determinacién de
fosforo total disuelto en aguas naturales y residuales. Sin embargo, ellos
propusieron que este efecto puede remediarse mediante el ajuste del pH de las
muestras ya digeridas, cercano a la neutralidad, con el fin de descomponer dichos
productos intermedios.*

En un trabajo publicado en el 2013 vy titulado Evaluacion analitica para la
determinacion de fésforo total en aguas por el método del &cido ascorbico, C.
Severiche y colaboradores confirmaron la aplicacién correcta del método para la
determinacién de fosforo total en aguas empleando el método colorimétrico del
acido ascérbico. Para la toma, almacenamiento y preservacion de las muestras se
usaron envases de plastico (polietileno o polipropileno) o de vidrio, se preservaron
con &cido sulfarico concentrado hasta pH < 2 y almacenadas luego a temperatura
< 6°C por un periodo méaximo de 28 dias.*®

vessels in a hot water bath: comparison with Kjeldahl digestion, En: Analytica Chimica Acta. Abril, 2002.vol.
463, no. p.283-293.

% MEIFANG, Zhou. The effects of post-persulfate-digestion procedures on total phosphorus analysis in water.
En: Water Research. Junio, 2004. vol. 38, no. p. 3893-3898

% HUANG, Xiao-Lan, Rate of phosphoantimonylmolybdenum blue complex formation in acidic persulfate
digested sample matrix for total dissolved phosphorus determination: Importance of post-digestion pH
adjustment.En: Talanta. Julio, 2008. vol. 77, no. p. 340-345.

190 SEREVICHE, Carlos. Evaluacion analitica para la determinacion de fésforo total en aguas por el método
del &cido ascorbico. En: COLCIENCIAS. Septiembre, 2003.vol. 7, no. 17. p. 37-41.
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3. METODOLOGIA

3.1 Consideraciones Generales

El presente trabajo de grado se enmarca dentro de una investigacion aplicada
descriptiva, ya que busca la utilizacion de los conocimientos adquiridos para el
mejoramiento de sistemas de calidad y de validacion de métodos analiticos con el
fin de optimizar los servicios que ofrece el Laboratorio de Analisis Quimico y
Aguas; a la vez que se adquieren otros, después de implementar y sistematizar la
practica basada en la investigacion.

La validacion de los métodos analiticos para la determinacion de fosforo total en
aguas Yy lixiviados se llevé a cabo tomando como referencia el Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater.- American Public Health
Association, American Water Works Association y Water Pollution Control
Federation.- 22 th, edition y la guia NTC-ISO/IEC 17025:2005“Requisitos
Generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion”.

3.2 FASES DE LA INVESTIGACION

Se procedié a realizar la validacion de los métodos analiticos usados en el
laboratorio para el analisis de fosforo total en aguas crudas, aguas residuales y
lixiviados con el fin de asegurar la calidad de los resultados; para lo cual se realizé
la evaluacién de todo el sistema de calidad del Laboratorio con respecto a la NTC-
ISO/IEC 17025:2005 y la metodologia se estructuré en 2 fases en las que se
desarrollaron actividades que contribuyeron al logro de los objetivos planteados. A
continuacion se describen detalladamente.

3.2.1 Fase 1. Diagnostico de la situacion actual del laboratorio con respecto
al sistema de calidad.

Para hacer el diagndstico de la situacion actual en la que se encuentra el
Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas, se planificé y ejecuté una auditoria
interna dando cumplimiento a lo establecido en el numeral 4.14. Auditorias
internas, incluido en la NTC ISO/IEC 17025:2005. Esta auditoria permitio la
evaluacion de los componentes técnicos y de gestion con respecto al parametro
de fésforo total, que influyen significativamente en la calidad del resultado
analitico.

Para que la auditoria interna tuviera validez, fue un requisito indispensable que

quienes la realizaran cuenten con la certificacion de formacion de auditores de
sistemas de gestion de calidad para laboratorios - NTC-ISO/IEC
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17025:2005.Teniendo en cuenta lo anterior, el Equipo Auditor ISO/IEC 17025,
estuvo conformado por: Yanha Doracelly Ortiz, estudiante de Quimica, Auditor
interno ISO/IEC 17025; Paula Andrea Paez, estudiante de Quimica, Auditor
interno ISO/IEC 17025 y Diana Maria Gémez Narvaez, Tecnélogo en Agua y
Saneamiento. Profesional en Quimica. Especialista en Gestion Ambiental. Experto
Técnico.

En la preparacion de esta auditoria, fue importante la realizacion de un estudio
preliminar. Esto, con el objeto de reunir informacion acerca de las actividades del
laboratorio para conocer y comprender con un grado de detalle apropiado, los
objetivos y estrategias del area, su estructura organizativa, la normativa vigente,
los recursos humanos, los usuarios, los proveedores, las modalidades operativas
principales, los procesos y procedimientos, los servicios que ofrece, la
infraestructura informatica, las politicas bésicas, los recursos disponibles,
evaluaciones anteriores, indicadores de gestion, mapas de riesgo, etc. Mediante
un oficio dirigido a la jefatura de Laboratorios, se solicitd la informacion pertinente
para la realizacion de este estudio.

Para llevar a cabo la auditoria interna, se tomo como referencia lo establecido en
la NTC ISO 19011:2002 “Directrices para la auditoria de los sistemas de gestion
de la calidad y/o ambiental”.*** La Norma I1SO 19011 proporciona orientacién sobre
la gestién de los programas de auditoria, la realizacion de auditorias internas o
externas de sistemas de gestion de la calidad y/o ambiental, asi como sobre la
competencia y evaluacién de los auditores.’®® En la figura 4 se presenta un
esquema general de las actividades tipicas de una auditoria.

19 NSTITUTO COLOMBIANO DE NORMALIZACION Y CERTIFICACION. Directrices para la auditoria de los
sistemas de gestion de la calidad y/o ambiental. NTC-ISO 19011. Bogota D.C.: El instituto, 2002. 39 p.

192 NSTITUTO COLOMBIANO DE NORMALIZACION Y CERTIFICACION. Directrices para la auditoria de los
sistemas de gestion de la calidad y/o ambiental. NTC-ISO 19011. Op. cit., p 1.
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Figura 4. Vision global de las actividades tipicas de auditoria.’®

r ™

E.2. Inicio dela auditoriz
-Designacion dal lider del equipo auditoria
-Definician de los objetivos, el alcance y los eriterios de auditoria
-Dreterminacion de |a viabilidad de 1a auditoria
-Seleccion del equipo auditor
-Establecimiento del contacte inicial con el auditado

. A
r * Y
£.2. Renisidn de la docu ment acidn
Revision de los documentos perinentes del sstema de gestian,
incloyenda los registros, w determinacion de su adecuacion con

respects a los oriterios de auditaria
. »

¥

£.4. Preparacion de l== actividades dela auditoriz in
S
-Preparacidn del plan de auditaria
-Azignacion de tareas al equipo auditor
-Preparacion de loz documentos de trabajo

¥

E.5. Redizacion de las actividades de auditoda in sdu
- Realzacion de lareunian de apertura

- Comunicacion durante la auditoria

- Papelyresponzabilidades de los guias v observadores

- R ecopil acidn y verificacidn de la infarmacian

- eneracidn de hallazgos de la auditoria

- Freparacion de las concleiones de la auditoria

- Realizacidn de la reunion de cizme

iy

¥

E.6. Preparacidn, sprobacidn v distribucidn del informe de la auditora
- Preparacion delinforme de auditoria
- Aprobaciony distribucian del informe de auditeria

¥

E7. Finzlizzcidn de |2 auditoria

¥

5.8 Redizacion delas actividades de seguimierta de =
auditari=a

Asi mismo se aplico el Ciclo de Deming o ciclo “Planificar-Hacer-Verificar-Actuar”,
el cual se caracteriza por ser dinamico, flexible y puede ser aplicado a cada uno
de los procesos y las etapas de planificacion, implementacion, control y mejora
tanto de los productos como de los procesos de los sistemas de gestion.'®* El
Ciclo de calidad de Deming es una metodologia que facilita la gestion del enfoque

193 1pid., p. 13

1% yANEZ, Yaneth y YANEZ, Raiza. Auditorias, Mejora Continua y Normas ISO: Factores clave para la
evolucion de las organizaciones. En: Ingenieria Industrial. Actualidad y Nuevas Tendencias. Julio, 2012. vol. 3.

no. 9., p.83-92.
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basado en procesos. En el ciclo de calidad; planificacion (P) incluye la
determinacion de objetivos y el desarrollo del enfoque de procesos, para luego
realizar o hacer (H) el producto con los recursos necesarios, y llevar a cabo el
despliegue a través de la medicion de los diferentes factores del proceso (V)
(verificar), registrando y analizando los datos, efectuando acciones correctivas y
preventivas, realizando la revision de la direcciébn y actuando (A) proponiendo
mejoras a la politica y los objetivos de calidad.'®A continuacién se muestra en la
figura 5, el ciclo PHVA para la auditoria.

Figura 5. Fases del proceso de realizacion de auditorias internas de los sistemas
de gestion de calidad.'®

Segun lo anterior, el desarrollo de la auditoria se realizé teniendo en cuenta las
siguientes etapas:

- Etapa 1. Realizacion de las actividades de auditoria - Planeacion: En esta
etapa se elabor6 un plan de auditoria, el cual se muestra en el Anexo A. En él se
definieron los objetivos, el alcance y los criterios de la auditoria. El alcance se
definié de acuerdo a las necesidades del laboratorio consistentes en la aplicacion
de dicha auditoria al Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas, para evaluar los
procedimientos y metodologias utilizados en el analisis de fosforo total en aguas y

105 DEPARTAMENTO ADMINISTRATIVO DE LA FUNCION PUBLICA, RED UNIVERSITARIA DE
EXTENSION EN CALIDAD. Guia de Disefio para Implementar el Sistema de Gestién de la Calidad bajo la
g\égrma Técnica de Calidad para la Gestién Publica NTCGP 1000:2004. Bogotéa, D.C. Junio, 2007. 71p.

Ibid., p.89
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lixiviados, y realizar el seguimiento al cumplimiento de la NTC-ISO/IEC
17025:2005 para los pardmetros ya acreditados (DQO, DBOs, SST, ST, pH y
Grasas y Aceites).

Se planificaron las actividades a desarrollar asignando responsabilidades al
equipo auditor y se establecieron los documentos de trabajo. De esta manera se
programo la auditoria para los dias 20, 21, 25y 26 de Marzo del 2014.

Como documento guia para la realizacion de la auditoria interna, se tomé la NTC
ISO/IEC 17025:2005 y para desarrollar la actividad de la revision se utiliz6 como
instrumento una lista de verificacion, donde se incluyen todos los items que
componen esta norma en sus capitulos referentes a la gestiéon (Numeral 4) y los
requisitos técnicos (Numeral 5). A continuacién se muestra una copia del formato
de la lista de verificacion utilizada:

Figura 6. Formato Lista de verificacion NTC-ISO/IEC 17025:2005

- Ciligg: G0
i LISTA DE VERIRCACION [
o CUMPLIENTO DELA NORMA NTC ISOIEC 170252005 ———
PARA LABORATOROS DE ENISAYO EN LA UNVERSIDAD DE HARIIO CIEd:
iy Vigente & parfr de:
0 Documentado - | Implementado - NC: No Confarmidad - OM: Oportunidad de mejors- NANo Aplica
Tt tedutier: || i [m] ] Auditoraha
L IDENTFICACION DEL LABORATORIO
LABORATORIO DE ANALISIS (QUIMICOY AGUAS DE LA UNIVERSIDAD DENARIRO
1. Jairg Edmundo Ep
1. Jefe de |a Seecidn o Laboratorios
A0 VERIFICACIGN DE LA IMPLEMENTACION DE L0S REQUSITOS RELATIVOS A LA GESTION
Rque-mmfm-:ne\iC;lEE Bident ! i} - | NC [OM]NA Comentarias ! Belaadr
170252005 R R
5.VERFICACION BE LA IMELEVE NTACION DELOS REQUSITOS TECKICOS SEGUN LA NORMIA 50 17025
DATOS DE ELABORACION
ELABORADO POR: REVISADO POR: APROBADO POR:
. P Dirctor Oficre d2 Peneacdn y Desamob Repreeniante dz b
CARR0: Técnico Coorlinada Equin de Caided Dicciin
Jenny Lura
HOMEAE: Mark d! Ao Camefn Warg Mngeicz Inwasty Azl Aberty Quiann
Dianz Moing
FIRMA:
FECHA: W22 0140225 0140225
Version lla Fecha de Aprobacion Destripeion del Cambio

Fuente: Esta investigacion
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Durante la ejecucion de la auditoria, para diligenciar la lista de verificacion y para
obtener las evidencias, el equipo auditor realizé entrevistas directas con el
personal del laboratorio auditado o con terceros que tengan relacion con las
operaciones de éste, la observacion de operaciones y procedimientos durante la
ejecucion de las actividades que realiza el laboratorio, la formulacion de preguntas
relacionadas con las operaciones del laboratorio, la revision exhaustiva de toda la
documentacion referente al sistema de gestion del laboratorio, asi como también
la revision de célculos matematicos, métodos estadisticos de las operaciones
contenidas en los registros e informes del laboratorio, la trazabilidad de muestras y
equipos, etc.

- Etapa 2. Entrega de resultados - Informe de auditoria: Con esta etapa se dio
por finalizada la auditoria y se procedié a evaluar toda la informacién recopilada
durante la misma.

Con base en la revision con la lista de verificacion y una vez obtenida la
informacion, se procedié a realizar el estudio comparativo de la situacion actual del
laboratorio con respecto a la implementacion de los Requisitos de Gestion y
Requisitos Técnicos de la NTC ISO/IEC 17025, relacionados con el parametro
fésforo total, la cual se hizo por separado para obtener una vision mas detallada
de la eficacia y el grado de cumplimiento de esta horma internacional.

Las convenciones utilizadas para evaluar la informacion obtenida de la auditoria
interna, se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 5. Convenciones de la Lista de verificacion NTC-ISO/IEC 17025

CONVENCIONES

S Cumplimiento del requisito

NO Incumplimiento del requisito

DNI Requisitp que se encuentra documentado
pero no implementado

NDI Requisito que no se encuentra

documentado pero si implementado

Fuente: Esta investigacion

De las revisiones efectuadas y de la informaciéon obtenida a partir de las
entrevistas durante la ejecucion de la auditoria, se elaboré y presentd el INFORME
AUDITORIA INTERNA NTC-ISO/IEC 17025:2005, en el cual se identificaron las
fortalezas del laboratorio y hallazgos No conformes y Oportunidades de Mejora,
cuyo levantamiento le permitirda al laboratorio el fortalecimiento del sistema
implementado y el cumplimiento no solo de la norma objeto de evaluacion, sino de
sus procedimientos internos.
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Finalmente, se efectud la reunion de cierre con el equipo auditor y el personal que
hace parte del Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas, para socializar el informe
de auditoria presentando los hallazgos (fortalezas, oportunidades de mejora y no
conformidades) y las conclusiones de la auditoria. Esta reunion se llevé a cabo el
27 de Marzo del 2014.

v" Elaboracion del Plan de Accidén

Para dar cumplimiento al segundo objetivo del proyecto, de los resultados
obtenidos del andlisis de la situacion actual del Laboratorio de Andlisis Quimico y
Aguas, de la ejecucion de la auditoria interna y de la presentacion del informe de
auditoria, surgio la necesidad de materializar estrategias para el mantenimiento
del sistema de gestidon de calidad que permitan su mejor desempefio. Para ello se
procedid a la elaboracion de un plan de accién, en el formato institucional
SOLICITUD DE ACCIONES DE MEJORA, PREVENTIVAS, CORRECTIVAS O
CORRECTORAS con cbdigo SGC-FR-08, en el cual se establecieron las acciones
correctivas y preventivas que se debian tomar para dar solucion a los hallazgos
No Conformes y Oportunidades de Mejora encontrados, el compromiso por parte
del responsable del proceso o dependencia auditada y las fechas de apertura y
cierre para cada una de las actividades propuestas. A continuacién se presenta el
formato del plan de accion utilizado.

Figura 7. Formato Solicitud de Acciones de Mejora, Preventivas, Correctivas o
Correctoras.

Fuente: Esta investigacion
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- Etapa 3. Seguimiento de la auditoria: En esta etapa, es responsabilidad del
auditor hacer seguimiento al cumplimiento de las acciones tomadas por el
auditado para verificar su eficacia y el cierre de las No Conformidades y
Oportunidades de Mejora detectadas.

El seguimiento de la auditoria se realizé a partir de la revision del cumplimiento del
plan de accion, mediante la programacion de reuniones peridédicas cada seis
meses.

3.2.2. Fase 2. Validaci6én de los métodos analiticos

Debido a que el Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas no cuenta con la
suficiente evidencia estadistica para la determinacion de fosforo total en aguas y
lixiviados, y con el proposito de ampliar el alcance de acreditacion del laboratorio
incluyendo el pardmetro de fosforo total,en esta fase se procedié a validar los
métodos colorimétricos del Cloruro Estafioso y del Acido Ascorbico usados para
su analisis y realizar una comparacion de éstos.

3.2.2.1.Toma de la muestra
a) Seleccion del sitio de muestreo
Para ello, se tuvieron en cuenta los siguientes aspectos:

» Accesibilidad. El punto de muestreo debe estar en un lugar facilmente accesible
con las vias de acceso vehicular y peatonal que sean necesarias, de tal manera
que se facilite obtener las muestras y transportar la carga que implican los equipos
y materiales de muestreo.

* Representatividad. El punto de recoleccion de las muestras debe ser lo mas
representativo posible de las caracteristicas generales del cuerpo de agua. Esto
significa que el cuerpo de agua debe estar mezclado totalmente en el lugar de
muestreo, 1o que se evalla segun la turbulencia, velocidad y apariencia fisica del
cuerpo de agua y que le brinden homogeneidad. La representatividad se evalu6 a
partir de los resultados obtenidos en la evaluacion de la exactitud de los métodos
colorimétricos que se validaron, asi como con la estimacion de la incertidumbre
debida a la precision de las muestras.

* Seguridad. ElI punto de muestreo, sus alrededores y las condiciones
meteoroldgicas deben garantizar la seguridad de quienes toman las muestras, de
tal manera que se minimicen los riesgos de accidentes y de lesiones
personales.'®’

7SISTEMA INTEGRADO DE GESTION DE LA CALIDAD.Instructivo: Muestreo - Agua.Version 4. Caédigo:
LBE-PRS-IN- 03. Proceso: Proyeccion Social. Octubre, 2014. 17p.
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b) Recoleccion de muestras

Se recolectaron las muestras en un lugar y tiempo especificos y que reflejen las
caracteristicas particulares de las mismas para el momento y sitio de su
recoleccion.’®®Las muestras de agua cruda y residual fueron muestras puntuales,
recolectadas mediante muestreo simple.

Se seleccionaron dos sitios para la recoleccion de las muestras:

-Muestra de agua cruda: Quebrada El Cuscungo.
-Muestra de agua residual: Vertimiento alcantarillado municipal Club de Tenis.

La muestra de lixiviado fue recolectada por la Empresa Metropolitana de Aseo,
EMAS S.A. E.S.P, la cual en sus andlisis de rutina utiliza los servicios prestados
por el Laboratorio de Andlisis Quimico y Aguas. El tipo de muestreo utilizado por la
empresa mencionada fue un muestreo simple, una vez recolectada la muestra fue
llevada a las instalaciones del Laboratorio para su respectivo analisis. Esta
muestra fue tomada del afluente Planta de Tratamiento de Lixiviados, Vaso 2.

c) Almacenamiento de muestras

Las muestras se almacenaron en el refrigerador del Laboratorio de Analisis
Quimico y Aguas a 4°C bajo las condiciones mostradas en la tabla 6.

Tabla 6.Requisitos para la toma y preservacién de las muestras'®®

RECIPIENTE DE VOLUMEN

PARAMETRO MUESTRA MINIMO PRESERVACION
Adicionar H,SO,
Fésforo total Plastico 100 mL hasta pH<2 y
refrigerar

3.2.2.2.Validacibn y comparacion de los métodos analiticos para la
determinacion de fosforo total en aguas crudas, aguas residuales vy
lixiviados

Los métodos analiticos que se validaron fueron los métodos normalizados
publicados en el libro Standard Methods for the examination of water and
wastewater, Edicion 22.Dichos métodos colorimétricos son: 4500 — P D. Método
del cloruro estafioso y 4500 — P E.Método del acido ascorbico. Estos métodos se
utilizaron para el andlisis de fésforo total en aguas crudas, aguas residuales y
lixiviados.

1%85|STEMA INTEGRADO DE GESTION DE LA CALIDAD.Op. cit.,, p 16

99 AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATION, WATER
POLLUTION CONTROL FEDERATION.Op. cit., p. 1-39, 1-40.
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3.2.2.2.1. Matriz AMEF para el andlisis de Fosforo Total en aguas y lixiviados

Teniendo en cuenta la metodologia experimental para el analisis de fésforo total
en aguas Y lixiviados, se elabordé una matriz AMEF con el fin de identificar los
modos de falla potenciales, sus posibles causas y el efecto que puedan generar
las fallas en cada una de las etapas del proceso analitico y con ello determinar las
acciones gue pudieran eliminar o reducir la posibilidad de que ocurra el modo de
falla.

Los criterios que se tuvieron en cuenta para asignar el puntaje a la Ocurrencia, la
Severidad y la Deteccion, se muestran en las tablas 7, 8 y 9. Los rangos de
ocurrencia se basan en la probabilidad de que la causa de falla potencial ocurra;
para la severidad se tiene en cuenta el efecto de falla potencial y el rango de
probablilliéjad de deteccion estad basado en la efectividad del sistema de control
actual.

Tabla 7. Puntaje Ocurrencia™*

Frecuencia Puntaje
Remota 1
Muy poca 2
Poca 3
Moderada 45,6
Alta 7,8
Muy alta 9y 10

Tabla 8. Puntaje Severidad'*?

Efecto Puntaje

No

Muy poco
Poco
Menor
Moderado
Significativo
Mayor
Extremo
Serio
Severo

Blo|o|~N|o|o|s|w|N|-

MOFUNDIBEQ, Fundacion Iberoamericana para la Gestion de la Calidad. Andlisis de Modo y Efecto de Falla.

[citado en 26 julio de 2015]. Disponible en Internet:

l<lrl1ttp://www.fundibeq.org/opencms/export/sites/defauIt/PWF/downIoads/gallery/methodoIogy/tools/amfe.pdf>
Ibid., p. 15

12 pid., p. 17
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Tabla 9. Puntaje Detecci6n'*®

Criterio Puntaje
Alto 1
Moderado 2-5
Baja 6-8
Muy baja 9
Improbable 10

La prioridad del problema, se obtiene a través del indice conocido como Numero
Prioritario de Riesgo (NPR). Este numero es el producto de los valores de
ocurrencia, severidad y deteccion. Una vez el NPR se ha determinado, se inicia la
evaluacion sobre la base de definicibn de riesgo. Usualmente este riesgo es
definido por el equipo que realiza el estudio, teniendo como referencia criterios
como: menor, moderado, alto y critico.***

Tabla 10. Puntaje NPR**°

Riesgo Puntaje
Menor 250
Moderado 500
Alto 750
Critico 800 -1000

El criterio de riesgo podria ser:

* Debajo de un riesgo menor, no se toma accién alguna.

* Debajo de un riesgo moderado, alguna accion se debe tomar.

» Debajo de un alto riesgo, acciones especificas se deben tomar. Se realiza una
evaluacion selectiva para implantar mejoras especificas.

* Debajo de un riesgo critico, se deben realizar cambios significativos del proceso.

3.2.2.2.2. Plan de validacioén

Se elabor6 un plan de validacion en el formatode Proyeccion Social con cédigo:
LBE-PRS-FR-123 Version 4. El plan de validacidon se presenta en el Anexo B.

Debido a que los métodos a validar, son métodos normalizados, los parametros de
desempefio que se evaluardn son: Intervalo lineal y de trabajo, Limite de
deteccién, Limite de cuantificacidbn, Recuperacién, Sesgo, Repetibilidad,
Reproducibilidad e Incertidumbre.

3 1pid., p. 19
114

Ibid., p. 13
" bid., p. 18
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3.2.2.2.3. Materiales y Equipos
» Materiales

Balones aforados clase A

Erlenmeyers

Pipetas aforadas clase A

Embudos de vidrio

Probetas clase A

Papel filtro cuantitativo. Grado 388. Franja negra.

» Limpieza del material de laboratorio utilizado

El lavado de material de vidrio se realiz6 de acuerdo al procedimiento establecido
en el instructivo con codigo LBE-PRS-IN 01, version 3.

El material de vidrio utilizado enla validacién de los métodos analiticos para
determinar fésforo total en aguas crudas, aguas residuales y lixiviados, se lavo con
una solucion al 5% de detergente EXTRAN libre de fosfatos y se enjuagd con
agua de grifo. Luego se enjuag6 con agua tipo 2 (filtrada desionizada), seguido de
varios lavados con una solucion de HNO; al 10%. Finalmente se lavo varias veces
con agua tipo 2.

» Equipos
Todos los equipos utilizados cuentan con su respectivo certificado de calibracién.
La periodicidad de calibracién de los equipos es cada afio o dependiendo del
resultado de las verificaciones mensuales que ejecuta el personal de Soporte

Técnico del laboratorio.

Figura 8. Balanza analitica OHAUS
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Fuente: Esta investigacion

Figura 9. Espectrofotdmetro Pharo 300

Fuente: Esta investigacion

Figura 10. Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 11

Fuente: Esta investigacion

Figura 11. Purificador de agua tipo 2

Fuente: Esta investigacion
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En la siguiente tabla se muestran las especificaciones de los equipos utilizados.

Tabla 11. Especificaciones de los equipos

Equipo Descripcion
Carga maxima 210g
Carga minima 0,01g
Division de escala 0,0001 g
- Escalén de verificacion 0,001 g

Balanza analitica OHAUS Desviacion estandar 0,0001 g
Incertidumbre original (Uo) | 0,0002646
Fecha de la dltima 02/02/2014
calibracion
Técnica Espectrometria de absorcion UV-Visible
Fuente luminosa Lampara flash de xenén
Monocromador Monocromador reticulado con motor paso

Espectrofotémetro Pharo 300

a paso

Rango de longitud de onda

190nm — 1100 nm

MERCK Medicion fotométrica Sensor de luz: fotodiodo
Fet_:ha 3 de la Jdltima 22/01/2014
calibracion
Técnica Espectrometria de absorcion UV-Visible

Espectrofotometro Perkin Elmer

Fuente luminosa

Lampara incandescente (rango visible)
Lampara ultravioleta (rango UV)

Velocidad

960nm/min

Rango de longitud de onda

200nm - 900nm

Lambda 11 Medicion fotométrica Sensor de luz: fotodiodo
Fecha de la dltima
calibracién 29/01/2014
Marca Sartorious
Modelo Arium 61316

Purificador de agua tipo 2

El equipo consta de:

Filtros externos
1 filtro de polipropileno de 5p.

1 filtro de carbo6n activado.
1 filtro de ceramica.

Filtros internos

1 cartucho de pretratamiento (prefiltro)
2 modulos de dsmosis inversa.
Desionizador de resinas catidnica y anionica.

Fuente: Seccion de Laboratorios y Equipos de la Universidad de Narifio

3.2.2.2.4. Reactivos

e Aguatipo 2: Aguafiltrada desionizada

Caracteristicas
-pH: Entre6-7,5

- Conductividad eléctrica a 25°C en ps/cm: Maxima de 1-5, son aplicables para
agua recién preparada durante su conservacion se pueden producir cambios en la
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conductividad debido a contaminantes tales como el CO; y a los alcalis de los
recipientes de vidrio.

e Preparacion de reactivos

Solucion patron de 50 ppm de Fésforo: Se tom6 en un vidrio de reloj una
cantidad del reactivo KH,PO,4 anhidro y se dejo en la mufla a 105°C durante una
hora. Al cabo de este tiempo se pesaron 219,5 mg (0,2195g) de este reactivo, se
disolvieron en agua destilada y se aforé la solucion a 1 litro. Se preservo
agregando 2 gotas de HNO3 y se almacend en el refrigerador a 4°C.

Matriz de referencia: La preparacion de las matrices de referencia en el
laboratorio se hizo teniendo en cuenta algunos componentes que puedan generar
interferencias en los métodos analiticos validados''®, mencionados en la seccién
2.7.2.5, y que ademas estén presentes en las muestras reales, asi como también
la composicion media de dichas muestras; esta informacion se obtuvo de los
analisis realizados en los ultimos meses por el Laboratorio de Analisis Quimico y
Aguas de la Universidad de Narifio y la Corporacion Autonoma Regional de
Narifio, CORPONARINO. En la tabla 12 se muestra esta informacion.

Tabla 12. Composicion media para Agua Cruda, Agua Residual y Lixiviado

Muestra DBOs Nitratos Sulfatos Clorur_os Calcio | Magnesio | Zinc Hierro
(mg/L) | mg NOs/L | mg SO4L | mg CI/L | (mg/L) (mg/L) (mg/L) | (mg/L)
égua 4,383 | 0,334 18,51 3012 | 40,66 533 | 0,0173 | 0,498
ruda
Ag_ua 160,22 3,23 82,68 4,64 42,86 7,76 0,0213 1,9
Residual ' ' ' ' ' ' ' '
Lixiviado | 1574,21 38,7 199 9,42 48,133 145,68 0,063 | 4,496

Fuente: Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas Universidad de Narifio -
Corporacion Autbnoma Regional de Nariio CORPONARINO.

Partiendo de la informacion presentada en la tabla 12, se prepararon las matrices
de referencia cuya composicién para agua cruda, agua residual y lixiviado se
muestra en la tabla 13.

Tabla 13. Composiciéon de las matrices de referencia preparadas para Agua

Cruda, Agua Residual y Lixiviado.

Muestra DBOs | Nitratos | Sulfatos | Cloruros | Calcio | Magnesio | Zinc | Hierro
(mg/L) | mg NOg/L | mg SO4L | mg CI/L | (mg/L) (mg/L) (mg/L) | (mg/L)
Agua 4 04 18 3 40 5 0,1 05
Cruda

81bid., p. 4-153.
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Agua
Residual | 2990 4 83 5 42 8 0,1 2
Lixiviado | 1000 40 200 10 50 100 0,1 5

Fuente: Esta investigacion

Para la preparacion de las matrices de referencia de cada tipo de muestra, se
utilizaron las siguientes soluciones estandar:

- Patréon de NO3 de 100ppm

- Patron de SO, de 100ppm

- Patrén de Ca Titrisol de 1000ppm
- Patron de Mg Titrisol de 100ppm
- Patrén de Zn de 100ppm

- Patron de Fe de 100ppm

Para simular la materia organica de la muestra de referencia, se utilizaron los
reactivos acido glutamico y glucosa, los cuales se usaron para la preparacion de
los patrones de DBOs.

Solucion fuerte de acido: Se afiadieron lentamente 300mL de
H,SO,concentrado a 600mLde agua destilada, cuandola solucién se
enfrio,seagregaron4mLde HNO concentrado y afor6 a 1 L.

Reactivo de molibdato amoénico: Se disolvieron 25 g de (NH,)sM0,0,,.4H,0 en
175 mL de agua destilada. Se afiadieron 280 mL de H,SO, concentrado a 400 mL
de agua destilada, se dejo enfriar, se afiadid la solucién de molibdato y se afor6 a
1 L. Este reactivo es estable y no precisa conservadores ni un almacenamiento
especial.

Reactivo de cloruro estafioso: Se disolvieron 2,5 g de SnCl,.2H,0 en 100 mL de
glicerol. Se disolvi6 en bafio de agua. Este reactivo es estable y no precisa
conservadores ni un almacenamiento especial.

Solucion de tartrato antimonilico potasico: Se  disolvieron 1,3715 ¢
de K(SbO)C,H,0..1/2H,0 en 400 ml de agua destilada y se afor6 a 500 mL, el
reactivo se conservé en un frasco con tapén de vidrio.

Solucién Acido Sulfarico H,SO, 5N: Se diluyeron 70 mL de H,SO,concentrado a
500 mL con agua destilada.

Solucién de molibdato aménico: Se disolvieron 20 g de (NH,);M0,0,,.4H,0 en

500 mL de agua destilada. El reactivo se conservé en un frasco con tapon de
vidrio.
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Acido Ascorbico 0,01M: Se disolvieron 1,76 g de acido ascorbico en 100 mL de
agua destilada. El reactivo se prepar6 en el momento previo al analisis.

Reactivo combinado: Se mezclaron todos los reactivos anteriores en las
siguientes proporciones para 100 mL de reactivo combinado: 50 mL de H,SO, 5N,
5 mL de de tartrato antimonilico potasico, 15 mL de Solucion de  molibdato
amonicoy 30 ml de solucion de Acido Ascérbico 0,01M. El reactivo es estable
durante 4 horas.

3.2.2.2.5. Procedimiento de los métodos analiticos

» Tratamiento de las muestras
Proceso de digestién con acido perclorico
Se midieron 100 mL de cada solucién estandar incluyendo los dos blancos de
reactivos en una probeta clase A/AS y se transfirieron a erlenmeyers de 250 mL,
se acidificaron con 3 mL de HNO, concentrado y se sometieron a evaporacion
sobre una placa caliente hasta 15 mL-20 mL; se dejaron enfriary luego se
agregaron 3 mL de HCIO, concentrado; se llevaron nuevamente a calentamiento
durante 75 minutos aproximadamente hasta la aparicion de humos blancos de
HCIO,. Una vez estuvieron las soluciones transparentes se dejaron enfriar.

Figura 12. Proceso de digestion con Acido Perclérico — Emisién de humos blancos

Fuente: Esta investigacion

Posteriormente se agrego una gota de fenolftaleina a cada solucion y entre 4-
5 mL de NaOH 6N hasta que cada solucion virara al rosa.

88



Figura 13. Cambio de coloracion de las soluciones por la adicion de NaOH 6N

Fuente: Esta investigacion

A continuacion se adicion6 solucion de acido fuerte gota a gota hasta que la
soluciones se decoloraron (4 gotas maximo).

Luego se filtr6 cada solucién en papel filtro cuantitativo grado 388 franja negra y se
afor6 a 100 mL con agua tipo 2en balones aforados clase A/AS. Posteriormente se
dividieron las soluciones midiendo en probetas clase A/AS, 50 mL se utilizaron
para el andlisis de fésforo total por el método del cloruro estafioso y los 50 mL
restantes para el andlisis de fésforo total por el método del acido ascorbico.**’

Desarrollo del color

Después del proceso de digestion se realizé el analisis de fosforo total en cada
solucion previamente dividida en 50mL, mediante los dos métodos colorimétricos
(cloruro estafioso y &cido ascorbico), de la siguiente manera:

e Método del Cloruro Estafioso

Se afadieron a cada solucion 2 mL de reactivo de molibdato amonico y 5 gotas
de reactivo de cloruro estafioso. Después de los 10 minutos de adicionado el
reactivo y antes de los 30 minutos, se midié el color fotométricamente a
690 nm.*® El tiempo fue controlado mediante el uso de un cronémetro.

Ipid., p. 4-151.
81hid., p. 4-155.
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Figura 14. Desarrollo del color. Método del Cloruro estafioso. Concentracion
0,2ppm de fésforo

Fuente: Esta investigacion
e Meétodo del Acido Ascorbico

Se afadieron a cada solucion 8 ml de reactivo combinado. Después de los 10
minutos de adicionado el reactivo y antes de los 30 minutos se midié la
absorbancia a 880 nm.'*°El tiempo fue controlado mediante el uso de un
cronometro.

Figura 15.Desarrollo del color. Método del acido ascérbico. Concentracién 0,2ppm
de fésforo

"9bid., p. 4-157.

90



Fuente: Esta investigacion

3.2.2.2.6. Parametros de desempefio que se evallan para la validacion de los
métodos analiticos

Cada andlisis se hizo simultdneamente usando los dos métodos colorimétricos
(cloruro estafioso y &cido ascorbico) y las lecturas se hicieron de igual forma en
ambos espectrofotometros (Perkin EImer Lambda 11 y Pharo 300).

Tabla 14. Parametros de desempefio que se evaluaron para la validacion de los
métodos analiticos

Parametro de

- Actividad
desempefio

a) Intervalo lineal: A partir de una solucion patron de 50 ppm de Faésforo,
se prepar6 una serie de soluciones de 8 estandares de concentraciones de
0.1, 0.2, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8, 1.0 y 1.2 ppm de Fdsforo, cada estandar se
preparé por duplicado y se determiné mediante los métodos colorimétricos
(cloruro estafioso y &cido ascorbico), asi mismo las lecturas de las
absorbancias se hicieron utilizando dos espectrofotémetros (Perkin Elmer
Lambda 11 y Pharo 300). Este proceso se repitié durante siete dias.

Linealidad Para la determinacion del intervalo lineal se realizaron las curvas de
calibracion o de trabajo, graficando absorbancia (Y) Vs Concentracién (X);
en cada caso se obtuvieron 14 curvas de calibracion. Para cada curva se
calculd la pendiente (m), el intercepto (b) y el coeficiente de correlacion (r).
Las curvas de calibracion se promediaron y a partir de la curva promedio
se evalud la linealidad de los métodos analiticos.

b) Intervalo de trabajo: A partir de los resultados obtenidos en el intervalo
lineal se determind el intervalo de trabajo.

A partir de la curva de calibracién o de trabajo, se utilizé el valor de la
Sensibilidad pendiente (m), el cual da indicio de la sensibilidad de los métodos
analiticos

- Se realizaron las medidas de 10 blancos preparados con agua tipo 2
durante 5 dias.

Limite de - Se realizaron las medidas de 10 blancos preparados con las matrices de
deteccién (LOD) | referencia de agua cruda, de agua residual y de lixiviados, de acuerdo a lo
y Limite de reportado en la Tabla 13: “Composicién de las matrices de referencia
cuantificacién preparadas para Agua Cruda, Agua Residual y Lixiviado”. Cada lote de
(LOQ) blancos de referencia se analizé por separado y en dias diferentes.

- Para determinar los LOD y LOQ se utilizaron los dos métodos
presentados en la seccion 2.8.2.3. “Limite de Deteccion (LOD) y de
Cuantificacion (LOQ)” para la cual se utilizaron los resultados obtenidos en
las lecturas delos blancos de agua tipo 2 y de los blancos de las matrices
de referencia de agua cruda, de agua residual y de lixiviados.
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Tabla 14.Continuacion

Parametro de

~ Actividad
desempefio
Limite de - Se prepararon soluciones estandar de concentraciones cercanas a los
cuantificacién LOQ obtenidos mediante los métodos mencionados en la seccion 2.8.2.3,
estimado. de esta manera se prepararon soluciones de 0,1; 0,08; 0,05 y 0,03 ppm de
fésforo con agua tipo 2; para cada nivel de concentracion se prepararon 10
soluciones.
- Se eligié como LOQ el nivel de concentracion que presenta menor %CV y
menor %error relativo.
- Se prepararon 10 soluciones estdndar de 0,1ppm de fésforo con las
matrices de referencia de agua cruda, de agua residual y de lixiviado.
Precision: Se analizaron estandares de concentracién baja (Eb = 0,1ppm de fésforo),
Repetibilidad media (Em= 0,5ppm de fésforo) y alta (Ea= 1,0ppm de fésforo), para un
total de cinco réplicas por concentracién en un mismo dia de trabajo,
analizadas en el mismo equipo.
Precisién: Se analizaron estandaresde concentracién baja (Eb = 0,1ppm de fésforo),

Reproducibilidad

media (Em= 0,5ppm de fésforo) y alta (Ea= 1,0ppm de fésforo), para un
total de cinco réplicas por concentracion, las determinaciones se hicieron
en 2 dias diferentes, con los 2 métodos colorimétricos (cloruro estafioso y
acido ascérbico) y las lecturas de absorbancia se hicieron con los 2
equipos (Perkin EImer Lambda 11 y Pharo 300)

Efecto matriz

Se Prepararon las matrices de referencia para agua cruda, agua residual y
lixiviados, a partir de lo mencionado en la tabla 13. “Composicion de las
matrices de referencia preparadas para Agua Cruda, Agua Residual y
Lixiviado”, se analizaron 10 blancos de referencia para cada matriz y se
analizaron también 10 soluciones estdndar de 0,1 ppm de fdsforo
preparadas con las matrices de referencia de cada matriz.

Exactitud

Se analizaron simultdneamente y por duplicado durante 5 dias muestras
reales de agua cruda, de agua residual, de lixiviado, soluciones estandar
de 0,2; 2,0 y 50 ppm de fésforo, y muestras adicionadas con estandares
asi: para el caso de la muestra de agua cruda se le adicion6 una
concentracién de 0,2 ppm de fésforo, a la muestra de agua residual se le
adicion6 una concentracion de 2 ppm de fésforo y a la muestra de lixiviado
se le adicion6 una concentracién de 50 ppm de fésforo.

Incertidumbre

Para realizar la estimacién de la incertidumbre se llevaron a cabo los
siguientes pasos:

1. Identificacion de las fuentes de incertidumbre.

2. Determinacién de la incertidumbre estandar y combinacién de las
diferentes incertidumbres

3. Determinacion de la incertidumbre expandida, multiplicando la
incertidumbre combinada por un factor de cobertura de k=2.

Fuente: Esta investigacion
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v Anadlisis estadistico

Para todos los grupos de datos obtenidos durante el trabajo se aplicaron
métodos estadisticos como analisis de varianza para calcular las variables
guimiométricas, de acuerdo con las técnicas estadisticas basicas, segun las
férmulas descritas y la simbologia:

xj= valor medido

X = valor promedio de una serie de datos, X = ( Zx;) / n

s = desviacion estandar de una muestra de datos

n = numero de datos de cada serie

t..1 = factor t consignado en las tablas de probabilidades en relacion con los
grados de libertad.

r* = Coeficiente de determinacién.

LC= Limites de confianza al 95%

CV= Coeficiente de variacion

El tratamiento estadistico de datos se realiz6 haciendo uso de los programas
Microsoft Office Excel 2010 y Stat Graphics Centurién XVI.

v" Rechazo de Datos

Para verificar que en una serie de datos, alguno o algunos de los valores no
difieran del resto de forma inexplicable (errores crasos) se aplicé un contraste de
datos andmalos, en el cual se plantea la hipétesis nula Ho: todas las medidas
proceden de la misma poblacién, que se prueba mediante el contraste de Grubbs
(formalmente simbolizado por una G):

G= | valor sospechoso_)_(|

s Ecuacion 44

Se ordenaron los datos de menor a mayor y por definicion los valores
sospechosos serian el valor minimo y el valor maximo, para los cuales se aplica
la anterior férmula. Se acepta la hipotesis nula si G calculado es menor que el
valor de t critico para una probabilidad de 0,05 (nivel de confianza del 95%) y n
mediciones (valores de la distribucion t para calcular LC 95 %, gl); de lo
contrario se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alternativa Hi:
el valor comparado no pertenece a la misma poblacién de datos y es un dato
anomalo que debe ser rechazado para efectuar los calculos estadisticos
sucesivos.

En caso de rechazar algun dato sospechoso se volvié a aplicar el criterio de igual
manera para el grupo de datos restantes.
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Se evaluaron en todos los pasos de la estandarizacion los valores

obtenidos para evitar datos anémalos*?°.

v' Limites de confianza al 95%

Para el célculo de los Limites de confianza se utiliz6 la siguiente ecuacion®*:
LC= x = z *s/3/n Ecuacion 45

Donde,

z= 1,96 cuando n>30

x= Valor promedio de x

s= Desviacion estandar

n= Numero de datos

Para muestras pequenias, los limites de confianza de la media vienen dados por
LC= X * t,.1*s/3/n Ecuacion 46

t,.1= Valor de t tabulado al 95% de confianza.

x= Valor promedio de x

s= Desviacion estandar

n= Numero de datos

El valor de t depende del nimero de datos

v' Céalculo del error estandar del estimado

Ecuacién 47

> - -
Se = 2\/23/1 bY yi-mY xiyi

n-—2

Donde,

Se= Error estandar del estimado
yi= Variable dependiente

xi= Variable independiente

m= Pendiente

b= Ordenada en el origen

120 TAYLOR, Jonh. CIHON, Cheryl. Statistical techniques for data analysis.2 ed. New York: Chapman &

Hall/CRC, 2004. p.103.
ZIMILLER Y MILLER.Op. cit. p 31.
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v' Calculo de la pendiente y la ordenada en el origen

Para calcular la pendiente se utilizo la siguiente ecuacion:

nYiq xiyi-Yi_q xi ¥j—q yi

n2?=1xi2 _(Z?=1xi)2 Ecuacion 48

m =

Donde,

m= Pendiente

xi= Variable independiente
yi= Variable dependiente

Para calcular la ordenada en el origen se utiliz6 la siguiente ecuacion:

b= o1 yi-mYi g xi
n

Ecuacion 49

Donde,

b= Ordenada en el origen
xi= Variable independiente
yi= Variable dependiente
n= Numero de datos

v' Calculo del error de la pendiente y de la ordenada en el origen

Para calcular el error de la pendiente se utilizd la siguiente ecuacion:

_ 2| ¥, (yi-mxi-b)?2 .,
Am = \/(n—z)Z?zl(xi—x)Z Ecuacion 50
Donde;

Am= Error de la pendiente

m= Pendiente

xi= Variable independiente

yi= Variable dependiente

x= Valor promedio de concentracion

b= Ordenada al origen
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Para calcular el error de la ordenada al origen se utilizé la siguiente ecuacién:*??

1.1_ P ._b 2
Ab = 2\/ (=1 (yimmxi=b) Ecuacién 51
nn-2)

122HERNANDEZ, Teoria de errores. En: Tratamiento de datos experimentales. 2005. p. 113.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente en la seccion de metodologia, a
continuacion se muestran los resultados.

4.1. FASE 1. DIAGNOSTICO DE LA SITUACION ACTUAL DEL LABORATORIO
CON RESPECTO AL SISTEMA DE CALIDAD.

A partir de la previa revision documental, de la informacion recopilada mediante
las entrevistas y visitas in situ, de la aplicacion de la lista de verificacion, se
obtuvieron los resultados que se muestran a continuacion.

4.1.1. Auditoria Interna NTC ISO/IEC 17025:2005

Uno de los aportes fundamentales de este proyecto y en cumplimiento con la
NTC-ISO/IEC 17025:2005, fuela realizacion de una auditoria interna, como una
herramienta de control y de mejora continua dentro de los procesos del laboratorio
para verificar que sus operaciones implementadas cumplen con los requisitos del
sistema de gestién con base a la norma ISO/IEC 17025:2005.

Los resultados de la planeacion y la ejecucion de la auditoria interna, se describen
a continuacion:

- Etapa 1. Realizacion de las actividades de auditoria — Planeacion

La ejecuciéon de la auditoria interna tuvo lugar los dias 20, 21, 25 y 26 de Marzo
del 2014, dando cumplimiento con lo establecido en el plan de auditoria mostrado
en el Anexo A.

Asi mismo se diligencioé el formato mostrado en la figura 7correspondiente a la
Lista de verificacion.

- Etapa 2. Entrega de resultados - Informe de auditoria
Los resultados obtenidos de la revision de los Requisitos de Gestion y Requisitos
Técnicos, evaluados mediante la aplicacion de la lista de verificacion, tanto para el

pardmetro Fésforo Total como para los parametros que se encuentran acreditados
se resumen en las tablas 15y 16.
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Tabla 15. Evaluacion de los Requisitos de Gestion de la NTC-ISO/IEC 17025

. . ., Respuestas Items
4. Requisitos de Gestion evaluados
SI NO DNI NDI

4.1. Organizacion 14 1 1 - 16

4.2. Sistema de Gestion de calidad 13 - - 1 14

4.3. Control de documentos 6 4 1 1 12

4.4. Revisién de pedidos, ofertas y 7 i 1 1 9

contratos

4.5 Subcontratacion de ensayos y i i i i 0

calibraciones (exclusion de la norma)

4.6. Compras de servicios y 4 i i i 4

suministros

4.7. Servicio al cliente 1 1 1 - 3

4.8. Quejas 1 - - - 1

4.9. Control de trabajos de ensayo no 6 i i i 6

conformes

4.10. Mejora 1 - - - 1

4.11. Acciones correctivas 4 - 1 - 5

4.12. Acciones preventivas 2 - - - 2

4.13. Control de registros 9 2 1 1 13

4.14. Auditorias internas 8 - - - 8

4.15. Revision por la Direccion 4 - - - 4
TOTAL| 80 8 6 4 98

Fuente: Esta investigacion
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Tabla 16. Evaluacion de los Requisitos Técnicos de la NTC-ISO/IEC 17025

Respuestas Items
. L. evaluados
5. Requisitos Tecnicos S| NO | DNI | NDI

1 - - - 1
5.1. Generalidades
5.2. Personal 8 2 1 1 12
5.3. I_nstalauones y condiciones 5 4 i 3 12
ambientales
5.4 Métodos de ensayo y calibracién
y validacidn de los métodos 25 1 - 2 28

(PARAM ETROS ACREDITADOS)

5.4 Métodos de ensayo y calibracién
y validacidn de los métodos 0 28 - - 28
(PARAMETRO: FOSFORO TOTAL)

5.5. Equipos 24 - - - 24
5.6. Trazabilidad de las mediciones 15 - - - 15
5.7. Muestreo 5 - 1 - 6
5.8. Manipulaciéon de items de 8 1 . } 9

ensayo y calibracion

5.9. Aseguramiento de la calidad de

los resultados de ensayo y calibracion / i i 2 d
5.10. Informe de resultados 32 - - - 32
TOTAL| 105 35 2 6 148

Fuente: Esta investigacion

Aunque la evaluacion de los requisitos establecidos en la NTC/ISO/IEC
17025:2005 se realiz6 tanto para los parametros acreditados como para el
pardmetro de fosforo total, el andalisis de estos datos, se realiz6 con respecto a
este ultimo parametro, ya que es el objeto de estudio de este trabajo de grado.
Segun las tablas 15 y 16, el numero total de items de la NTC-ISO/IEC 17025
evaluados fueron 246.

99



Con respecto al parametro de fosforo total, en la tabla 15para los Requisitos de
Gestion el resultado obtenido fue de 80; si se habla en cuestién de porcentaje y
teniendo en cuenta la grafica 2, se evidencio el cumplimiento del 82% de estos
requisitos. Lo anterior indica que el proceso para la implementacion vy el
mantenimiento del sistema de gestidén de calidad del laboratorio es satisfactorio.

Asi mismo, como se puede observar en la tabla 16, para los Requisitos Técnicos
se obtuvo un puntaje de 105, el cual representa el 71% del cumplimiento (grafica
3). Sin embargo de los 28 items evaluados en el numeral 5.4 de la norma que
hace referencia a la validacibn de los métodos y a la estimacion de la
incertidumbre, para el parametro de fésforo total ninguno se cumple, con lo cual se
hizo evidente el incumplimiento de este numeral. Con esto, se demostré que el
Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas no cuenta con la suficiente evidencia
estadistica en lo relacionado con el andlisis de fésforo total en aguas y lixiviados,
debido a que no se han realizado las validaciones correspondientes de los
meétodos analiticos usados para su determinacion.

Gréafica 2. Resultados de la revision con la Lista de verificacion NTC-ISO/IEC
17025. Requisitos de Gestion - Parametro de fosforo total

REVISION REQUISITOS DE GESTION
NTC/ISO/IEC 17025
90% 82%
80%
70%

8 60%
& 50%
3 40%
2 30%

igjf 8% 6% 4%
(o]

0% [ | || ———
Sl NO DNI NDI
Respuestas

Fuente: Esta investigacion
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Grafica 3. Resultados de la revision con la Lista de verificacion NTC-ISO/IEC
17025. Requisitos Técnicos - Parametro de fosforo total

REVISION REQUISITOS TECNICOS
NTC/ISO/IEC 17025
80% 71%

60%

40%
24%

20%
0% I

Sl NO DNI NDI
Respuestas

Resultados

Fuente: Esta investigacion

En cuanto a la estructura documental del sistema de gestion que soporta todas las
actividades y procesos realizados por el Laboratorio de Andlisis Quimico y Aguas,
se pudo observar con respecto al parametro de fésforo total, que la mayor parte de
los requisitos de gestion contemplados en la NTC-ISO/IEC 17025, se encuentra
documentada. Esto se puede evidenciar teniendo en cuenta los porcentajes
mostrados en la gréfica 2 que se obtuvieron como resultado de la aplicacion de la
auditoria, en donde se observa que el porcentaje de la convencién Sl es cercano
al 100% (82% de cumplimiento), lo que indica que el requisito estd documentado
e implementado.

Por otra parte, no existe en el laboratorio la documentacion relacionada con los
requisitos técnicos (guias de analisis, instructivos de validacion, registros, etc), en
lo que respecta al parametro fosforo total. Esto demostré el incumplimiento de esta
parte de la NTC-ISO/IEC 17025.

De las revisiones efectuadas y de la informacion obtenida a partir de las
entrevistas durante la ejecucién de la auditoria, se elaboré y presentd el INFORME
AUDITORIA INTERNA NTC-ISO/IEC 17025:2005, en el cual se identificaron las
fortalezas del laboratorio y hallazgos No conformes y Oportunidades de Mejora,
cuyo levantamiento le permitira al laboratorio el fortalecimiento del sistema
implementado y el cumplimiento no solo de la norma objeto de evaluacion, sino de
sus procedimientos internos. EI Anexo C muestra el informe de auditoria
presentado.

De acuerdo con este informe, durante el desarrollo de la auditoria se identificaron
muchas fortalezas, dentro de las cuales se destacan las siguientes:

101



X/
L X4

A pesar de contar con pocos recursos, el Laboratorio ha alcanzado muchos
logros y ha seguido implementando actividades y programas para mantener
y mejorar continuamente el Sistema de Gestién de Calidad. Sumado a esto,
se destaca el trabajo y la gestion realizados por la Coordinadora de
Calidad, en el disefio, desarrollo e implementacion del Sistema de Gestion
de Calidad en el Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas, aplicando la
NTC-ISO/IEC 17025:2005.

Se destaca la labor realizada por el personal encargado del Soporte
Técnico y el mantenimiento de los equipos, pues cuentan con toda la
documentacion al dia y es evidente el compromiso que ellos han adquirido
con el cumplimiento de esta norma y con la garantia de calidad en las
mediciones.

La mayor parte de los requisitos tanto de gestion como técnicos de la NTC-
ISO/IEC 17025 se encuentra documentada.

Segun los hallazgos encontrados en la realizacion de la auditoria, 7 se clasificaron
como No Conformes y 7 como Oportunidades de Mejora, para un total de 14.En la
tabla 17 se indican los requisitos de gestidon y técnicos incumplidos tanto para los
parametros acreditados como para el pardmetro de fosforo total.

Tabla 17. Descripcién de los numerales de la NTC-ISO-IEC 17025:2005 con los
Hallazgos No Conformes y Oportunidades de Mejora durante la auditoria interna
con respecto a los parametros acreditados y fésforo total

Requisitos de la NTC-ISO/IEC 17025:2005
Requisitos de Gestion | Requisitos especificos | Requisitos especificos
Incumplidos a mejorar
(No Conformidades) (Oportunidades de
Mejora)
4.1. Organizacion 4.1.3
4.1.4
4.1.5. Deberes del 4.15.e 415.a
laboratorio . 415 f
4.1.5,. 415i
4.2. Sistema de Gestion 4.2.6
4.3. Control de los 4.3.1
documentos 4.3.2.2b
4.4. Revisibn de los 4.4.1d
pedidos, ofertas y
contratos 44.2
4.7. Servicio al Cliente 4.7.2 4.7.1
4.11. Acciones 4.11.4
Correctivas
4.13. Control de los 4,13.1.2
registros 413.2.3
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Tabla 17. (Continuacion)

Requisitos de la NTC-ISO/IEC 17025:2005
Requisitos Técnicos Requisitos especificos | Requisitos especificos
Incumplidos a mejorar
(No Conformidades) (Oportunidades de
Mejora)

5.2. Personal 5.2.3 5.2.1
5.2.5 5.2.5

5.3. Instalaciones vy 5.3.2

condiciones ambientales 5.3.3

5.4. Métodos de ensayo

y de_, calibracion y 54592

validacion de los

métodos

5.7. Muestreo 57.1

5.7.2

5.8. Manipulacion de los

items de ensayo o de 5.8.1

calibracion

5.9. Aseguramiento de la 5.9.1

calidad de los resultados 592

de ensayo y calibracion o

Fuente: Esta investigacion
v' Elaboracién del Plan de Accidn

En el Anexo D se muestran todas las acciones que se tomaron a partir de los
hallazgos encontrados como resultado de la auditoria interna realizada.

- Etapa 3. Seguimiento de la auditoria

Con el seguimiento a las acciones establecidas en el plan de accion, se pudo
comprobar que hasta la fecha ya se ha dado cumplimiento a la totalidad de éstas,
lo que demuestra el levantamiento a los hallazgos no conformes encontrados
durante la auditoria interna, con lo cual se garantiza la eficacia de las mismas y se
evidencia que se siguen tomando medidas para mantener el sistema de gestion de
calidad del laboratorio, bajo una filosofia de mejoramiento continuo.

4.1.2. Mejoramiento continuo del Sistema de Gestidn del Laboratorio.

La auditoria interna aplicada, fue una contribucién importante que permitio realizar
seguimiento al sistema de gestion de calidad implementado e identificar hallazgos
gue fueron resueltos de manera oportuna, dando el aval para programar la
auditoria de re-acreditacion del Laboratorio de Andlisis Quimico y Aguas de la
Universidad de Narifio, por parte de la entidad competente para la evaluacién de la
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conformidad del laboratorio, el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios
Ambientales, IDEAM, la cual se llevé a cabo los dias 20, 21 y 22 de octubre de
2014. El Instituto se encarg6 de auditar todo el sistema de gestion con base en la
NTC/ISO/IEC 17025:2005, con respecto a los pardmetros acreditados. Los
resultados de esta auditoria externa, presentados en el correspondiente informe
de auditoria, se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 18. Descripcién de los numerales de la NTC-ISO-IEC 17025:2005 con los
Hallazgos No Conformes encontrados durante la auditoria externa con respecto a
los parametros acreditados.

REQUISITOS NTC-I1SO-IEC 17025:2005
Requisitos de Gestiéon | Requisitos especificos
Incumplidos
(No Conformidades)
4.11. Acciones 4.11.2.
Correctivas 4.11.3.

Fuente: Esta investigacion

En la grafica 4 que se muestra a continuacion, se observa que los hallazgos no
conformes correspondientes al numeral 4 de la NTC/ISO/IEC 17025:2005
representan el 78% mientras que en la auditoria externa realizada por el IDEAM se
redujeron al 13%. De esta manera se pudo demostrar que la contribucion hecha
por este trabajo en lo concerniente al mejoramiento continuo del sistema de
gestion de calidad adoptado por el laboratorio, resulté efectiva y que la aplicacion
de la auditoria interna, fue un aporte importante en la busqueda de la renovacion
de la acreditacion del Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas, mediante
Resolucién 3566 del 11 de Diciembre de 2014,*?® una vez que el IDEAM evaluara
el plan de accién elaborado y comprobara el levantamiento de las acciones
establecidas en él.

123 COLOMBIA. INSTITUTO DE HIDROLOGIA, METEOROLOGIA Y ESTUDIOS AMBIENTALES. Resolucion
No. 3566 (11, diciembre, 2014). Por la cual se renueva el alcance de la acreditacion al Laboratorio de Andlisis
Quimico y Aguas de la Universidad de Narifio, para producir informacion cuantitativa, fisica y quimica para los
estudios 0 andlisis ambientales requeridos por las autoridades ambientales competentes. Bogota, D.C.: El
Instituto, 2014. 7p.
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Gréfica 4. Comparacion de los hallazgos encontrados en las Auditorias Interna y
Externa.

HALLAZGOS AUDITORIA INTERNA/AUDITORIA EXTERNA
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

78%

Porcentaje

13%

AUDITORIA INTERNA AUDITORIA EXTERNA
Hallazgos No Conformes

Fuente: Esta investigacion
4.2. FASE 2. VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS

A partir de los resultados obtenidos en la fase 1 que evidenciaron el
incumplimiento del numeral 5.4 de la NTC-ISO/IEC 17025:2005 que incluye la
validacion de los métodos (5.4.5) y la estimacion de la incertidumbre (5.4.6)para el
pardmetro de fosforo total, se procedié a realizar la validacion de los métodos
analiticos usados para su determinacion y de esta manera dar cumplimiento a lo
establecido en esta norma internacional.

4.2.1. Validacién y comparacion de los métodos analiticos: Método del
Cloruro Estafioso y Método del Acido Ascérbico

Para dar cumplimiento a la Fase 2 y con ello a los objetivos 3 y 4 del presente
trabajo de grado, se muestran a continuacién la identificacion de las etapas
criticas del proceso analitico, los resultados de la validacion de los métodos
analiticos y la comparacion de los métodos validados para identificar si existen o
no diferencias estadisticamente significativas entre ambos métodos analiticos.

4.2.1.1. Matriz AMEF para el analisis de Fosforo Total en aguas y Lixiviados

En el Anexo Ese muestra la Matriz AMEF que se elabor6 para el analisis de
Fosforo Total en aguas y Lixiviados mediante los métodos colorimétricos del
Cloruro estafioso y del Acido Ascorbico y a continuacion se muestra la puntuacion
obtenida al modo de falla potencial detectado para cada una de las etapas del
proceso.
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Tabla 19.Puntaje Matriz AMEF para el analisis de Foésforo Total en aguas y

Lixiviados
Descripcion ©
del proceso 5|8 |6
. |2 o | x
Etapas del Modo de falla potencial g o § %
proceso 8| a
Mala determinacion de la cantidad de KH,PO, utilizada para
Célculos la preparacién de la solucién patrén y de las soluciones para 3 7 3| 61
previos las curvas de calibracién, asi como también de los reactivos
gue se utilizan en la preparacion de las demas soluciones
La balanza analitica en la cual se pesan los reactivos, no se >l 10 | 1| 20
encuentra calibrada
Material de vidrio mal lavado 2 9 1| 18
Utilizacién de reactivos con los cuales se preparan las
. : ) . 2 9 1| 18
Preparacion | soluciones, en mal estado, vencidos o contaminados
de las Aforo por encima o por debajo de la linea de aforo del balén > 9 > | 38
soluciones | aforado utilizado para preparar las soluciones
y diluciones | Utilizar pipetas graduadas para las alicuotas de las > 8 11 16
soluciones y diluciones
Aforo por encima o por debajo de la linea de aforo de las > 8 5| 32
pipetas para las alicuotas
La plancha de calentamiento no funciona adecuadamente o
PR 8 | 10 | 7 | 560
Pretrata- esta dafnada
miento de | Detener el calentamiento de las muestras en un lapso de > 110 |11 20
las tiempo inferior o superior al establecido
muestras No controlar el pH de las muestras, una vez digeridas 2110 | 1] 20
Los equipos espectrofotométricos (Pharo 300 y Perkin Elmer
Lambda 11), utilizados para realizar las lecturas de las | 2 | 10 | 1 | 20
muestras, no se encuentran calibrados
Determina- | No calentar las lamparas de los equipos minimo 15 minutos. 1 9 1 9
cion No adicionar el reactivo coloreador (Cloruro estafioso o 1 1 1 1
espectrofo- | Acido ascérbico) a las muestras.
tométrica | Leer las muestras inmediatamente después de haber
de las agregado el reactivo coloreador (Cloruro estafioso o Acido
o . N . 1 10 1 10
muestras ascorbico) o realizar las mediciones fuera del tiempo
establecido (a los 10 minutos pero antes de los 30)
Resultados | Error en la transcripcion de los resultados 2 7 1| 14
Fuente: Esta investigacion
Segun la tabla 19, los resultados obtenidos en la elaboracion de esta matriz,
permitieron identificar que una de las etapas criticas de la metodologia

experimental es el pretratamiento de las muestras, el cual incluye la digestion
acida y el cambio de pH, puesto que se obtuvo el puntaje de NPR mas alto, siendo
de 600 puntos, lo que representa un riesgo moderado sobre el cual fue necesario
establecer acciones que permitieran reducir ese riesgo de falla. Las acciones
tomadas fueron las siguientes:

106




v' Digestién acida

Con respecto a la digestion acida de las muestras, debido a que la plancha
calefactora del Laboratorio de Andlisis Quimico y Aguas no calienta de manera
uniforme y solo presenta las opciones de “encendido” y “apagado”, no es posible
conocer la temperatura a la cual opera y por esta razon se debe tener en cuenta el
tiempo de digestion. De esta forma es necesario que después de agregar el acido
perclorico concentrado durante el proceso de digestion, las muestras se dejen en
calentamiento al menos 1 hora mas; esto con el fin de asegurar la completa
oxidacion del fosforo en las muestras.

\/pH

No realizar el cambio de pH &cido a basico de las muestras, una vez digeridas, se
convierte en una etapa critica del proceso puesto que después de agregar los
reactivos coloreadores (Cloruro estafioso o Acido ascorbico), no es evidente el
desarrollo del color de las muestras y por tanto no se pueden determinar
espectrofotométricamente. La baja formacion del complejo coloreado puede
deberse a la formacion de productos intermediarios resultantes de la oxidacion del
fésforo organico a ortofosfato que impiden el desarrollo del color.***Por esta razén
para descomponer los productos intermediarios que se pueden formar durante el
proceso de digestion, los cuales interfieren en el desarrollo del color de las
muestras, después de la digestion acida se hace necesaria la adicion de NaOH 6N
y posteriormente se adicionan unas gotas de una solucién fuerte de acido.

Por otra parte, se pudo evidenciar experimentalmente que para el caso del método
colorimétrico del acido ascorbico, la inestabilidad de este reactivo hizo que fuera
necesario prepararlo al instante en el cual se hacia el analisis de las muestras; de
lo contrario el desarrollo del color no se llevaba a cabo adecuadamente.

4.2.1.2.Validacion y comparacion de los métodos analiticos

Cada andlisis se hizo simultAneamente usando los dos métodos colorimétricos
(cloruro estafioso y acido ascorbico) y las lecturas se hicieron de igual forma en
dos equipos espectrofotométricos (Perkin EImer Lambda 11 y Pharo 300).

Por otra parte, debido a que las diferentes operaciones realizadas en el
Laboratorio de Andlisis Quimico y Aguas de la Universidad de Narifio en cuanto a
la preparacién de soluciones y de patrones, entre otros, que tienen un efecto
directo sobre la realizacion de los ensayos, y, por lo tanto, influyen en el resultado
analitico, fue necesario utilizar en todos los casos material volumétrico clase A/AS
previamente verificado con el fin de minimizar el error debido al uso de los

124 HUANG, Xiao-Lan, Op. cit. p. 341.
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materiales. Los calculos se realizaron y analizaron utilizando los programas
Microsoft Excel 2010 y Statgraphics Centurion XVI, obteniéndose los siguientes
resultados:

42.1.2.1. Linealidad
v Intervalo lineal

A continuacion en las Tablas 20 y 21 se muestran los promedios de las
absorbancias de las 14 determinaciones realizadas con cada método y equipo.

Tabla 20. Resultados obtenidos en el estudio de la linealidad para el Método
colorimétrico del Cloruro Estafioso y determinados en los dos equipos
espectrofotométricos ( Pharo 300 y Perkin EImer Lambda 11)

Espectrofotébmetro Pharo 300 Espectrofotémetro Perkin
Concentracion Elmer Lambda 11

tedrica (ppm) Absorbancia Desviacion Limite de Absorbancia Desviacion Limite de
Promedio estandar confianza Promedio estandar confianza

(95%) (95%)
0,10 0,079 0,01 +0,006 0,075 0,01 +0,005
0,20 0,150 0,02 +0,011 0,148 0,02 +0,010
0,40 0,308 0,04 +0,022 0,310 0,03 +0,017
0,50 0,376 0,06 +0,035 0,377 0,06 +0,033
0,60 0,427 0,03 +0,017 0,431 0,03 +0,017
0.80 0,593 0,02 +0,014 0,597 0,02 +0,015
1,00 0,693 0,03 +0,017 0,700 0,03 +0,017
1,20 0,830 0,04 +0,024 0,839 0,02 +0,014

Fuente: Esta investigacion

Tabla 21. Resultados obtenidos en el estudio de la linealidad para el Método
colorimétrico del Acido AscoOrbico y determinados en los dos equipos
espectrofotométricos ( Pharo 300 y Perkin EImer Lambda 11)

Espectrofotémetro Pharo 300 Espectrofotometro Perkin
Elmer Lambda 11

Concentracion Absorbancia Desviacién Limite de Absorbancia Desviacién Limite de
teérica (ppm) Promedio estandar confianza Promedio estandar confianza

(95%) (95%)
0,10 0,054 0,004 +0,002 0,052 0,004 +0,002
0,20 0,109 0,006 +0,003 0,108 0,005 +0,003
0,40 0,219 0,008 +0,005 0,220 0,015 +0,008
0,50 0,280 0,027 +0,015 0,273 0,028 +0,016
0,60 0,334 0,014 +0,008 0,331 0,014 +0,008
0.80 0,425 0,013 +0,008 0,425 0,011 +0,007
1,00 0,546 0,031 +0,018 0,539 0,059 +0,034
1,20 0,665 0,051 +0,030 0,659 0,051 +0,030

Fuente: Esta investigacion
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Los criterios de linealidad se evaluaron teniendo en cuenta lomencionado en la

seccion2.7.2.1; estos criterios son:

v' Criterio de aceptacion 1: Coeficiente de correlacion r 2 0.995

Los resultados relacionados con el analisis de regresion de la linea recta para
cada método y equipo se muestran a continuacion:

» Regresion lineal
Variable dependiente: Absorbancia
Variable independiente: Concentracion

Gréfica 5. Curva de calibracion Método colorimétrico
del Acido Ascérbico — Espectrofotometro Pharo 300.

0,80 y =0,5492x - 0,0006

0,60 R2 = 0,9991 /

0'40 /

0,20

0,00 T T )
0,00 0,50 1,00 1,50

Absorbancia = -
0,0006+0,54918*ConcentracionEcuacién 52

Grafica 7. Curva de calibraciéon Método colorimétrico
del Cloruro Estafioso — Espectrofotometro Pharo 300

1,00
y =0,6817x +0,0229
R2 = 0,997 /
0,50 /
0,00 T T 1
0,00 0,50 1,00 1,50

Absorbancia = 0,0229209 + 0,68172*Concentracion
Ecuacién 54

Fuente: Esta investigacion

Grafica 6. Curva de calibracion Método colorimétrico
del Acido Ascérbico — Espectrofotémetro Perkin
Elmer Lambda 11.

0,80
y =0,5449x - 0,0012
0,60 R%=0,9994
0,40
0,20
0,00 T T !
0,00 0,50 1,00 1,50

Absorbancia=-0,00119833+ 0,54487*Concentracion
Ecuacién 53

Gréfica 8. Curva de calibracion Método colorimétrico
del Cloruro Estafioso — Espectrofotémetro Perkin
Elmer Lambda 11.

1,00
y=0,6923x +0,0193
R?=0,9971 /
0,50 /
0,00 T T 1
0,00 0,50 1,00 1,50

Absorbancia=0,0193462 + 0,692327*Concentracion
Ecuacién 55
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Tabla 22. Parametros estadisticos

METODO COLORIMETRICO DEL ACIDO METODO COLORIMETRICO DEL
ASCORBICO CLORURO ESTANOSO
Espectrofotometro Espl)aectkrpfoEtlometro Espectrofotdmetro Espl)aec':(r_ofoEtlometro
Pharo 300 erin =imer Pharo 300 erkn =imer
Lambda 11 Lambda 11

r 0,999526 0,999691 0,998493 0,99853
R. cuadrada 99,9052 % 99,9382 % 99,6989% 99,7063 %
Error
estandar del 0,00697365 0,00558662 0,0154466 0,0154929
estimado

Fuente: Esta investigacion
r: Coeficiente de correlacion

Los resultados mostrados en la tabla 22 indican que en el intervalo de
concentracion comprendido entre 0,1 mg/L y 1,2 mg/L de fosforo, se satisfacen las
condiciones de linealidad del método analitico, ya que se cumplen los
requerimientos de un coeficiente de correlacion (r) mayor que 0,995 y de un
coeficiente de determinacion (r?) mayor de 99,5 indicando una relacién fuerte entre
las variables dependiente e independiente, para cada método y equipo. Por tanto,
se cumple con el criterio de aceptacion 1 de la linealidad.

v Criterio de aceptacion 2: Célculo de la correlacidn lineal significativa

(tr)

Aplicando la ecuacion 2 se obtuvieron los valores de t, para cada caso

Ecuaciéon 2

Donde r corresponde al coeficiente de correlaciéon, r? es el coeficiente de

determinacién y el valor de t obtenido se compara con el t tabulado al nivel de
significacién deseado, usando una prueba t de dos colas y n-2 grados de libertad.
Grados de libertad: n= 8, entonces n-2 grados de libertad= 6

TTabulado: T(G; 0,05)— 2,45

Tabla 23.Valores de la prueba estadistica t

Método/Lectura texp
Acido ascérbico

Espectrofotometro Pharo 300 112,455
Acido ascorbico 139,303

Espectrofotdmetro Perkin EImer Lambda 11
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Tabla 23.(Continuacion)

Método/Lectura texp
Cloruro Estafioso 63.035
Espectrofotdbmetro Pharo 300 '
Cloruro Estafioso 63.826
Espectrofotémetro Perkin EImer Lambda 11 '

Fuente: Esta investigacion

En la tabla 23 se observa que el valor experimental de t en cada caso es mayor al
tabulado por lo que se rechaza la hipétesis nula de no correlacion entre las
variables “x” y “y”, y se concluye que existe evidencia suficiente para sustentar la
afirmacién de una correlacion lineal entre las dos variables. Lo anterior indica que

se cumple con el criterio de aceptacion 2 de la linealidad.
v' Criterio de aceptacion 3: Intercepto =0

Tabla 24. Resumen estadistico

Minimos Estandar Estadistico
Cuadrados
Método/Lectura Pardmetro Estimado Error T Valor-P
Acido ascorbico Intercepto |-0,000587919 0,00482111 -0,121947 0,9069
Espectrofotémetro Pendiente [0,549185 0,00690494 79,5351 0,0000
Pharo 300
Acido ascorbico Intercepto (-0,00119833 0,00386221 -0,31027 0,7669
Espectrofotdmetro Pendiente |0,54487 0,00553158 98,5017 0,0000
Perkin Elmer Lambda
11
Cloruro Estafioso Intercepto [0,0229209 0,0106787 2,14641 0,0755
Espectrofotémetro Pendiente |0,68172 0,0152944 44 5732 0,0000
Pharo 300
Cloruro Estafioso Intercepto |0,0193462 0,0107107 1,80624 0,1209
Espectrofotémetro Pendiente [0,692327 0,0153402 45,1315 0,0000
Perkin Elmer Lambda
11

Fuente: Esta investigacion

Los resultados mostrados en la tabla 24 indican que el valor de T calculado en
cada caso es menor que el valor tabulado Trapuiado: T(e; 0,05= 2,45 para un nivel de
significancia del 95%, por lo que se acepta la hipotesis nula, se infiere que el
intercepto no difiere significativamente de cero y que el método cumple con la
condicion de proporcionalidad correspondiente al criterio de aceptacion 3 de la
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linealidad. Este resultado indica desde el punto de vista tedrico que el método
cumple con la Ley de Lambert — Beer.

v Criterio de aceptacién 4: Analisis de varianza para verificar si existe o
no relacién lineal entre Absorbanciay Concentracion.

El estadistico de prueba F se utilizd para evaluar este criterio donde se plantea la
hipotesis nula (Ho) de que no hay relacion lineal entre las variables X y Y
(Concentracion y Absorbancia). Si Fcaculada > Frabulada, €S decir si el valor P es
menor que 0,05 se rechaza la hipétesis nula y se asume que existe una relacién
lineal entre dichas variables.

Tabla 25. Andlisis de Varianza (ANOVA)

Lectura Fuente Sumade | Gl [Cuadrado Medio| Raz6n-F | Valor-P
Cuadrados
Acido ascorbico Modelo 0,307636 1 [0,307636 6325,83 0,0000
Espectrofotdmetro |Residuo 0,000291791|6 |0,0000486318
Pharo 300 Total 0,307928 7
(Corr.)
Acido ascorbico Modelo 0,302821 1 (0,302821 9702,59 0,0000
Espectrofotdmetro |Residuo 0,000187262|6 |0,0000312103
Perkin Elmer|Total 0,303008 7
Lambda 11 (Corr.)
Cloruro Estafioso |Modelo 0,474038 1 10,474038 1986,77 0,0000
Espectrofotometro |Residuo  |0,00143158 |6 |0,000238597
Pharo 300 Total 0,475469 7
(Corr.)
Cloruro Estafioso |Modelo 0,488903 1 ]0,488903 2036,85 0,0000
Espectrofotdmetro |Residuo 0,00144018 |6 |0,000240029
Perkin Elmer|Total 0,490343 7
Lambda 11 (Corr.)

Fuente: Esta investigacion

Puesto que el valor-P en la tabla 25 es menor que 0,05 y el Fcaiculado €S Mmayor que
Frabulado (1; 6; 0,05)= 5,987para todos los casos, se rechaza la hipotesis nula y se
concluye que existe una relacion lineal entre Absorbancia y Concentracion con un
nivel de significancia del 95% y para un contraste de una cola. Lo anterior permite
concluir que existe una varianza muy baja debida a los residuos ya que los valores
obtenidos experimentalmente se encuentran muy cercanos a los valores de “Y”
pronosticados por la ecuacion de regresion; ademas, la suma de cuadrados de
residuales seran mucho menores que la de regresion y que la suma de cuadrados
totales, y por lo tanto el valor de r* sera préximo a 1.

Con base en los resultados obtenidos a partir de la evaluacion de los cuatro
criterios de aceptacion de la linealidad, se concluye que los métodos
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colorimétricos del cloruro estafioso y del acido ascoérbico son lineales entre el
intervalo de concentraciones evaluado comprendido entre 0,1y 1,2 mg de P/L; por
tanto la medicion de fosforo total en las muestras de agua y de lixiviados realizada
dentro de la curva de calibracion es confiable. Consecuentemente si se quieren
analizar muestras de mayor concentracion es preciso realizar diluciones.

Sin embargo al comparar los resultados obtenidos en la evaluacién de la linealidad
de cada método colorimétrico, se encontré6 que el método que presenta mayor
linealidad es el del acido ascorbico debido a que en los resultados obtenidos a
partir de los criterios de aceptacion 2 y 4, se pudo observar que los valores de T
calculado y de F calculado respectivamente, son mas altos para dicho método, lo
que indica que los valores de r? son méas cercanos a 1 demostrandose una fuerte
correlacion lineal entre las dos variables y por tanto se pudo concluir que éste
método presenta una mejor relacion lineal.

¥v" Curva de Ringbom

Grafica 9. Curva de Ringbom Método colorimétrico Grafica 10. Curva de Ringbom Método
del Acido Ascérbico — Espectrofotdmetro Pharo 300. colorimétrico del Acido Ascorbico -
Espectrofotémetro Perkin EImer Lambda 11.
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Gréfica 11. Curva de Ringbom Método colorimétrico Gréafica
del Cloruro Estafioso — Espectrofotometro Pharo colorimétrico

12. Curva
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Fuente: Esta investigacion

Log. Concentracién

A partir de las curvas de Ringbom se determiné visualmente el intervalo lineal,
concluyendo que para el caso del método colorimétrico del &cido ascérbico éste se
encuentra entre 0,4 y 1,2 ppm de fosforo mientras que para el método
colorimétrico del cloruro estafioso el intervalo lineal se encuentra entre 0,2 y
1,2ppm de fésforo, por tal motivo a continuacion se muestran los resultados de la
evaluacion de la linealidad en los intervalos de concentraciones mencionados para

cada método colorimétrico.

v" Criterio de aceptacion 1: Coeficiente de correlacion r 2 0.995

» Regresion lineal
Variable dependiente: Absorbancia
Variable independiente: Concentracion

Tabla 26. Parametros estadisticos

METODO COLORIMETRICO DEL ACIDO METODO COLORIME‘I:RICO DEL CLORURO
ASCORBICO ESTANOSO
. Espectrofotometro . Espectrofotometro
Espe;:rt];cigo;%rgetro Perkin Elmer Espelé:kt];cigo;%rgetro Perkin Elmer
Lambda 11 Lambda 11
r 0,99895 0,999306 0,998215 0,998309
R. cuadrada 99,7901 % 99,8613 % 99,6432 % 99,6622 %
Error
estandar del 0,00865873 0,00696508 0,0154077 0,0152203
estimado
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r: Coeficiente de correlacion

Al comparar los resultados de los coeficientes de correlacion y de determinacion
mostrados en la tabla 22 con los de la tabla 26, se observa que en ambos
intervalos de concentracion para cada método y equipo se cumple con el criterio
de aceptacion 1; sin embargo los resultados obtenidos son mejores en el intervalo
comprendido entre 0,1 y 1,2 mg de P/L, debido a que los coeficientes de
correlacion y de determinacién son mas altos.

v Criterio de aceptacion 2: Célculo de la correlacion lineal significativa

(tr)
Aplicando la ecuacion 2 se obtuvieron los valores de t, para cada caso.

Tabla 27.Valores de la prueba estadistica t

Método/Lectura texp Trabulado
Acido ascérpico 43,61 T4 0,05= 2,78
Espectrofotometro Pharo 300

Acido ascorplco _ 53.66 T(4; 0,05)= 2,78
Espectrofotometro Perkin EImer Lambda 11

Cloruro Estafioso 33,42 T 0,05= 2,57
Espectrofotémetro Pharo 300

Cloruro Estafioso . 3435 | 1(5005= 2,57
Espectrofotémetro Perkin EImer Lambda 11 '

Fuente: Esta investigacion

Al comparar los resultados mostrados en la tabla 23 con los de la tabla 27, se
observa que en ambos intervalos de concentracion para cada método y equipo se
cumple con el criterio de aceptacién 2, puesto que en cada caso los valores de T
calculado son mayores que los valores tabulados de T; sin embargo los resultados
obtenidos son mejores en el intervalo comprendido entre 0,1 y 1,2 mg de PI/L,
debido a que los valores de T calculado son mas altos que los encontrados en el
intervalo de 0,4 — 1,2 mg de P/L para el método del &cido ascérbico y para en el
intervalo de 0,2 — 1,2 mg de P/L.
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v' Criterio de aceptacion 3: Intercepto =0

Tabla 28. Resumen estadistico

Minimos Estandar Estadistico
Cuadrados
Método/Lectura Parametro Estimado Error T Valor-P
Acido ascorbico Intercepto |0,000578947 0,0100638 0,0575277 [0,9569
Espectrofotometro Pendiente [0,547895 0,0125634 43,6103 0,0000
Pharo 300
Acido ascorbico Intercepto |0,00101754 0,00809532 0,125695 0,9060
Espectrofotometro Pendiente (0,542421 0,010106 53,6732 0,0000
Perkin Elmer Lambda
11
Cloruro Estafioso Intercepto |0,0312782 0,0134039 2,33351 0,0669
Espectrofotémetro Pendiente [0,671926 0,0179807 37,3693 0,0000
Pharo 300
Cloruro Estafioso Intercepto |0,0279786 0,0132409 2,11305 0,0883
Espectrofotémetro Pendiente |0,68216 0,017762 38,4056 0,0000
Perkin Elmer Lambda
11

Fuente: Esta investigacion

Los resultados mostrados en la tabla 28 indican que el valor de T calculado es
menor que el valor tabulado Trapuiado, T(4; 0,05)= 2,78para el caso del acido ascoérbico
y T 0,05= 2,57 para el caso del cloruro estafioso, para un nivel de significancia del
95%, por lo que se acepta la hipotesis nula; por tanto se concluye que el intercepto
no difiere significativamente de cero y que el método cumple con la condicién de
proporcionalidad correspondiente al criterio de aceptacion 3 de la linealidad.

Sin embargo los resultados obtenidos son mejores en el intervalo comprendido
entre 0,1y 1,2 mg de P/L, debido a que los valores de T calculado son mas bajos
qgue los encontrados en el intervalo de 0,4 — 1,2 mg de P/L para el método del
acido ascorbico y los encontrados en el intervalo de 0,2 — 1,2 mg de P/L, para el
método del cloruro estafioso.
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v' Criterio de aceptacién 4: Andlisis de varianza para verificar si existe o
no relacion lineal entre Absorbancia y Concentracion.

Tabla 29. Analisis de Varianza (ANOVA)

Lectura Fuente Sumade | Gl |Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Cuadrados
Acido ascérbico Modelo 0,14259 1 [0,14259 1901,86 0,0000
Espectrofotdmetro |Residuo 0,000299895|4 |0,0000749737
Pharo 300 Total
0,14289 5
(Corr.)
Acido ascérbico Modelo 0,139755 1 (0,139755 2880,81 0,0000
Espectrofotdmetro |Residuo 0,000194049|4 ]0,0000485123
Perkin Elmer|Total
Lambda 11 (Corr) 0,139949 5
Cloruro Estafioso |Modelo 0,331519 1 ]0,331519 1396,47 0,0000
Espectrofotdmetro |Residuo 0,00118699 |5 [0,000237398
Pharo 300 Total 0.332706 6
(Corr.)
Cloruro Estafioso |Modelo 0,341694 1 1(0,341694 1474,99 0,0000
Espectrofotometro |Residuo  |0,00115829 |5 |0,000231658
Perkin Elmer|Total
Lambda 11 (Corr) 0,342852 6

Fuente: Esta investigacion

Como se puede observar en la tabla 29, el valor de P es menor que 0,05 y el
Fcalculado €S Mayor que Frapuiado (1; 4: 0,05)= 7, 708(para el caso del acido ascorbico) y
Frabulado (1; 5; 0,05)=6,607 (para el caso del cloruro estafioso); por tal razén no se
rechaza la hipétesis nula y se concluye que existe una relacién lineal entre las
variables estudiadas, con un nivel de significancia del 95% y para un contraste de
una cola.

Al comparar los resultados obtenidos en la tabla 29 con los obtenidos en la tabla
25, se pudo notar que la relacion lineal es mejor en el intervalo comprendido entre
0,1y 1,2 ppm de fésforo debido a que los valores calculados de F son mas altos
que los obtenidos en el intervalo de 0,4 — 1,2 mg de P/L para el método del &cido
ascorbico y los encontrados en el intervalo de 0,2 — 1,2 mg de P/L para el método
del cloruro estafioso.

Con la comparacion realizada, se demostré estadisticamente que para ambos

métodos colorimétricos el intervalo lineal éptimo corresponde a 0,1y 1,2 ppm de
fésforo.
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4.2.1.2.2. Sensibilidad

Para la evaluacion de la sensibilidad a partir del estadistico T es necesario calcular
el error estimado de la pendiente el cual se debe tanto al hecho de que cada dato
es incierto (por las limitaciones propias del proceso de medida) como al hecho de
que se trata de una estimacion estadistica. Para que fuera exacto seria necesario
reunir infinitos datos.

A partir de los resultados obtenidos mediante el analisis ANOVA realizado con el
programa Statgraphics Centurion XVI también se obtiene el estadistico “T” para la
pendiente (m); los resultados se muestran en la tabla 24.

Criterio de aceptacion 1. Prueba de hipoétesis para la pendiente.

Para la evaluacion de los valores obtenidos, se conoce que el Trapuado Para un
nivel de significacion del 95% a dos colas y n-2 grados de libertad es T: 0,05= 2,45
y que al compararlo con los valores de Tcacuiado Para la pendiente presentados en
la tabla 24, se observa que Tcaiculado™ T Tabulado Para todos los casos, por lo tanto
para el nivel de significacion del 95%, se rechaza la hipétesis nula y se concluye
que la pendiente difiere significativamente de cero.

Criterio de aceptacion 2. Relacion promedio Y/X cercana al valor de la
pendiente de la curva de calibracién.

Tabla 30. Valores de los factores de respuesta y de la pendiente para los métodos
colorimétricos del Cloruro estafioso y del Acido ascérbico.

M1 E1 M1 E2 M2 E1 M2 E2
Promedio de los I%t(‘;res derespuesta | 547063731 | 0,54039894 | 0,73742264 | 073592434
Pendiente (m) 0,5492 0,5449 0,6817 0,6923

Fuente: Esta investigacion

M1 E1: Método del Acido ascérbico — Espectrofotdémetro Pharo 300.

M1 E2: Método del Acido ascorbico — Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 11.
M2 E1: Método del Cloruro Estafioso — Espectrofotometro Pharo 300.

M2 E2: Método del Cloruro Estafioso — Espectrofotdmetro Perkin Elmer Lambda
11.

Al comparar los resultados de la tabla 24 se encuentra que los valores de Tcajculado
de las pendientes para el método del acido ascérbico son mayores que los del
meétodo del cloruro estafioso, lo que indica que el método colorimétrico del acido
ascorbico presenta mayor sensibilidad. Esto se fundamenta también en el hecho
de que los promedios de los factores de respuesta mostrados en la tabla 30son
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mas cercanos al valor de la pendiente para el método colorimétrico del acido
ascorbico.

En conclusion el método del &cido ascorbico presenta una mayor sensibilidad que
el del cloruro estafioso, presenta de igual forma una mejor linealidad en el
intervalo correspondiente a 0,1y 1,2 ppm de fésforo.

4.2.1.2.3. Limite de Deteccion (LOD) y Limite de Cuantificacion (LOQ)

Los resultados obtenidos de las lecturas de las absorbancias de los blancos con
agua tipo 2 y de los blancos de las matrices de referencia de Agua Cruda, de Agua
Residual y de Lixiviados, en los equipos espectrofotométricos Pharo 300 y Perkin
Elmer Lambda 11, para los métodos colorimétricos del Cloruro Estafioso y del
Acido Ascorbico, se muestran a continuacion:

Tabla 31. Lectura de las absorbancias de los blancos con agua tipo 2 realizadas
durante cinco dias — Método colorimétrico: Cloruro Estafioso y Equipos
espectrofotométricos: Pharo 300 y Perkin EImer Lambda 11.

Espectrofotémetro Pharo 300 Espectrofotémetro Perkin Elmer
Numero de Lambda 11
determinacioén Absorbancias Absorbancias
Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Diab
1 0,040 | 0,038 | 0,040 | 0,039 | 0,040 | 0,043 | 0,042 | 0,042 | 0,041 | 0,043
2 0,040 | 0,040 | 0,039 | 0,039 | 0,039 | 0,043 | 0,042 | 0,042 | 0,042 | 0,042
3 0,038 | 0,039 | 0,038 | 0,040 | 0,040 | 0,042 | 0,042 | 0,042 | 0,043 | 0,042
4 0,040 | 0,041 | 0,039 | 0,039 | 0,040 | 0,043 | 0,042 | 0,043 | 0,042 | 0,042
5 0,040 | 0,041 | 0,038 | 0,040 | 0,040 | 0,043 | 0,043 | 0,042 | 0,041 | 0,042
6 0,039 | 0,040 | 0,039 | 0,039 | 0,040 | 0,042 | 0,042 | 0,041 | 0,042 | 0,041
7 0,040 | 0,040 | 0,040 | 0,039 | 0,040 | 0,041 | 0,042 | 0,041 | 0,042 | 0,041
8 0,040 | 0,040 | 0,039 | 0,040 | 0,040 | 0,041 | 0,043 | 0,042 | 0,041 | 0,041
9 0,040 | 0,038 | 0,040 | 0,040 | 0,040 | 0,041 | 0,041 | 0,041 | 0,044 | 0,041
10 0,038 | 0,039 | 0,040 | 0,040 | 0,038 | 0,042 | 0,041 | 0,042 | 0,042 | 0,042
Promedio 0,040 0,042
Desviacion 0,0008 0,0008
estandar
Limite de +0,00022 +0,00021
confianza (95%)

Fuente: Esta investigacion
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Tabla 32.Lectura de las absorbancias de los blancos con agua tipo 2 realizadas
durante cinco dias — Método colorimétrico: Acido Ascorbico y Equipos
espectrofotométricos: Pharo 300 y Perkin Elmer Lambda 11.

Espectrofotometro Pharo 300 Espectrofotometro Perkin Elmer
NuUmero de Lambda 11
determinacion Absorbancias Absorbancias
Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5

1 0,061 | 0,061 | 0,061 | 0,060 | 0,060 | 0,062 | 0,062 | 0,061 | 0,063 | 0,061
2 0,062 | 0,060 | 0,060 | 0,062 | 0,061 | 0,061 | 0,062 | 0,060 | 0,062 | 0,062
3 0,062 | 0,062 | 0,060 | 0,061 | 0,061 | 0,062 | 0,064 | 0,062 | 0,061 | 0,061
4 0,062 | 0,060 | 0,060 | 0,059 | 0,062 | 0,061 | 0,063 | 0,060 | 0,061 | 0,061
5 0,062 | 0,060 | 0,060 | 0,062 | 0,061 | 0,061 | 0,062 | 0,063 | 0,061 | 0,061
6 0,059 | 0,059 | 0,060 | 0,062 | 0,060 | 0,061 | 0,063 | 0,063 | 0,061 | 0,061
7 0,058 | 0,058 | 0,060 | 0,062 | 0,058 | 0,063 | 0,063 | 0,063 | 0,063 | 0,062
8 0,060 | 0,060 | 0,058 | 0,060 | 0,060 | 0,063 | 0,061 | 0,062 | 0,060 | 0,060
9 0,060 | 0,061 | 0,060 | 0,061 | 0,060 | 0,061 | 0,060 | 0,060 | 0,061 | 0,060
10 0,061 | 0,060 | 0,058 | 0,060 | 0,060 | 0,061 | 0,061 | 0,060 | 0,063 | 0,063

Promedio 0,060 0,062

Desviacion 0,0012 0,0011

estandar

Limite de +0,00005 +0,00030

confianza

(95%)

Fuente: Esta investigacion

Tabla 33. Lectura de las absorbancias medidas a partir de los blancos de
referencia de Agua Cruda, de Agua Residual y de Lixiviados - Método
colorimétrico: Cloruro Estafioso y Equipos espectrofotométricos: Pharo 300 y
Perkin EImer Lambda 11.

Espectrofotébmetro Pharo 300 Espectrofotémetro Perkin
Elmer Lambda 11
Numero de Absorbancias Absorbancias
determinacion Blanco de | Blancode | Blancode | Blancode | Blancode | Blanco de
referencia | referencia | referencia | referencia | referencia | referencia
Agua Agua Lixiviado Agua Agua Lixiviado
Cruda Residual Cruda Residual

0,038 0,040 0,041 0,042 0,043 0,041
0,039 0,039 0,040 0,043 0,042 0,041
0,040 0,039 0,040 0,044 0,042 0,043
0,041 0,040 0,039 0,042 0,043 0,042
0,040 0,038 0,038 0,042 0,041 0,044
0,040 0,040 0,040 0,044 0,044 0,042
0,039 0,041 0,040 0,042 0,043 0,043

N[OOI WIN|F-
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Tabla 33.(Continuacion)

Espectrofotometro Pharo 300 Espectrofotometro Perkin
Elmer Lambda 11
Numero de Absorbancias Absorbancias
determinacion Blanco de | Blanco de | Blanco de | Blanco de Blanco de Blanco de
referencia | referencia | referencia | referencia referencia referencia
Agua Agua Lixiviado Agua Agua Lixiviado
Cruda Residual Cruda Residual
8 0,041 0,039 0,041 0,042 0,042 0,043
9 0,039 0,040 0,040 0,042 0,043 0,041
10 0,038 0,040 0,040 0,041 0,041 0,041
Promedio 0,03950 | 0,03960 | 0,03990 | 0,04240 | 0,04240 | 0,04210
Desviacion estandar 0,0011 | 0,0008 | 0,0009 0,0010 0,0010 0,0011
LC 95% +0,0008 | +0,001 +0,001 +0,001 +0,001 +0,001

Fuente: Esta investigacion

Tabla 34. Lectura de las absorbancias medidas a partir de los blancos de
referencia de Agua Cruda, de Agua Residual y de Lixiviados - Método
colorimétrico: Acido Ascorbico y Equipos espectrofotométricos: Pharo 300 y Perkin
Elmer Lambda 11.

Espectrofotémetro Pharo 300 Espectrofotémetro Perkin
Elmer Lambda 11
NUmero de Absorbancias Absorbancias

determinacion Blanco de | Blancode | Blancode | Blancode | Blancode | Blanco de
referencia | referencia | referencia | referencia | referencia | referencia

Agua Agua Lixiviado Agua Agua Lixiviado

Cruda Residual Cruda Residual

1 0,061 0,061 0,060 0,060 0,062 0,062

2 0,061 0,061 0,061 0,061 0,062 0,063

3 0,060 0,058 0,060 0,063 0,064 0,062

4 0,061 0,062 0,058 0,061 0,062 0,064

5 0,058 0,060 0,062 0,061 0,062 0,060

6 0,060 0,060 0,061 0,062 0,062 0,060

7 0,060 0,058 0,060 0,061 0,063 0,063

8 0,058 0,060 0,058 0,063 0,060 0,061

9 0,060 0,062 0,060 0,064 0,060 0,062

10 0,061 0,060 0,061 0,060 0,063 0,061
Promedio 0,06000 | 0,06020 | 0,06010 | 0,06160 | 0,06200 | 0,06180
Desviacion estandar 0,0012 0,0014 0,0013 0,0013 0,0012 0,0013
LC 95% +0,001 +0,001 +0,001 +0,001 +0,001 +0,001

Fuente: Esta investigacion
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» Comparacion estadistica de las sefiales emitidas por el blanco
preparado con agua tipo 2 y los blancos de referencia de agua cruda,
de agua residual y de lixiviados

Se compararon las sefiales emitidas por los blancos preparados con agua tipo 2
con las sefales de los blancos de referencia de agua cruda, de agua residual y de
lixiviado, para cada método y equipo, con el fin de identificar si existen o no
diferencias estadisticamente significativas entre éstas, para lo cual se realizd6 un
analisis de varianza ANOVA mediante la opcion comparacion de varias muestras
del programa Statgraphics Centurion XVI. En total se procesaron 80 datos para
cada caso (método y equipo), de los cuales 50 corresponden a los obtenidos a
partir de las lecturas de absorbancia de los blancos de agua tipo 2 y 30
correspondientes a los blancos de las matrices de referencia preparadas (10 de
agua cruda, 10 de agua residual y 10 de lixiviado).

Tabla 35. Variables evaluadas para el ANOVA

NUumero Variable

1 Blanco preparado con agua tipo 2

2 Blanco de referencia de agua cruda

3 Blanco de referencia de agua residual
4 Blanco de referencia de lixiviado

Fuente: Esta investigacion

Tabla 36. Comparacién de las sefiales emitidas por el blanco preparado con agua
tipo 2 y los blancos de referencia de agua cruda, de agua residual y de lixiviados

'\"Eeto.do / ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)
quipo

Fuente |Suma de Gl |Cuadrado [Razén- |Valor-P
Acid Cuadrados Medio F
cico Entre |0,00000128 |3 |4,26667E-7 |0,29  |0,8323
ascqrblco / grupos
Egg'po Pharo | 1l ra  0,00011172 |76 |0,00000147

grupos

Total 0,000113 79

(Corr.)

Fuente|Suma de Gl |Cuadrado Razo6n-|Valor-
Acido Cuadrados Medio F P
ascorbico / Entre ]0,0000017075|3 [5,69167E-7 0,42 0,7426
Equipo Perkin grupos
Elmer Lambda | |Intra 0,00010418 |76]0,0000013708
11 grupos

Total |0,000105888 (79

(Corr.)
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Tabla 36.(Continuacion)

Método / ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)
Equipo
Fuente|Suma de Gl |Cuadrado|Razén-|Valor-P
Cuadrados Medio F
Cloruro Entre |0,0000014875(3 |4,958E-7 |0,73 |0,5395
estafioso /
Equipo Pharo grupos
300 Intra 0,0000519 76(6,829E-7
grupos
Total |0,0000533875(79
(Corr.)
Fuente |Suma de Gl [Cuadrado Razén- |Valor-
Cloruro Cuadrados Medio F P
estafioso / Entre |0,0000033075|3 |0,0000011025(1,51 0,2179
Equipo Perkin grupos
Elmer Lambda | [Intra |0,00005538 |76|7,28684E-7
11 grupos
Total [0,0000586875 (79
(Corr.)

Fuente: Esta investigacion

En la tabla 36 se observa que el resultado del valor-P el cual es mayor que 0,05
en todos los casos y teniendo en cuenta que el Fcaiculado €S Mmenor que el Frapuladog:
76; 0,05= 2,720, con grados de libertad para el numerador gl;=3 y el denominador
gl,=76 y para un contraste de una cola, se concluye que se acepta la hipotesis
nula en donde las medias de las cuatro variables evaluadas no presentan
diferencias estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95%; lo
cual permitiria predecir que el efecto matriz no es significativo.

v' Célculo delos LODy LOQ
Con los resultados de las tablas 31, 32, 33 y 34 se calcularon los limites de
deteccidén y de cuantificacion utilizando los métodos mencionados en la seccién
2.7.2.3.Limite de Deteccion (LOD) y de Cuantificacion (LOQ).

v' Célculo del LOD y LOQ mediante el método 1: relacién sefal / ruido
Los calculos del LOD y LOQ se realizaron utilizando los dos tipos de blancos, los

gue se prepararon con agua tipo 2 y los blancos de referencia (de agua cruda, de
agua residual y de lixiviados).
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» Célculo de la sefial minima aplicando la ecuacién 5 con k=3 y k=10

Tabla 37. Senal minima

Método 1. RELACION SENAL/RUIDO

K=3
Sefial minima para los Limite de deteccién LOD
Variables M1E1 | M1E2 | M2E1 | M2 E2
Agua tipo 2 0,064 | 0,065 | 0,042 | 0,044

Matriz de referencia AC | 0,063 | 0,066 | 0,043 0,045
Matriz de referencia AR | 0,064 | 0,066 | 0,042 0,045
Matriz de referencia L 0,064 | 0,066 | 0,043 0,045

K=10
Sefial minima para los Limites de cuantificaciénLOQ
Variables M1E1 | M1E2 | M2E1 | M2 E2
Agua tipo 2 0,072 | 0,072 | 0,047 | 0,049

Matriz de referencia AC | 0,072 | 0,075 | 0,050 0,052
Matriz de referencia AR | 0,074 | 0,074 | 0,048 0,052
Matriz de referencia L 0,073 | 0,075 | 0,049 0,053

Fuente: Esta investigacion

M1 E1: Método del Acido ascérbico — Espectrofotémetro Pharo 300.

M1 E2: Método del Acido ascorbico — Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 11.
M2 E1: Método del Cloruro Estafioso — Espectrofotometro Pharo 300.

M2 E2: Método del Cloruro Estafioso — Espectrofotdmetro Perkin Elmer Lambda
11.

AC: Agua cruda

AR: Agua residual

L: Lixiviado

Con los resultados de la sefial minima se calcularon los LOD y LOQ utilizando las
ecuaciones 52, 53, 54 y 55, obtenidas a partir de la regresién lineal para cada
método y equipo, los resultados se muestran a continuacion:

Tabla 38. Limites de detecciéon (LOD) y Limites de cuantificacion (LOQ) segun el
método 1.

LOD
Variables LODM1El1 | LODM1E2 | LODM2E1l | LODM2E2

(Ppm) (Ppm) (Ppm) (Ppm)

Agua tipo 2 0,117 0,121 0,028 0,036

Matriz de referencia 0,117 0,123 0,029 0,037
AC

Matriz de referencia 0,118 0,123 0,028 0,037
AR

Matriz de referencia L 0,118 0,123 0,029 0,038
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Tabla 38.(Continuacion)

LOQ
LOQ M1 LOQ M1 LOQM2 |LOQM2E2
El (ppm) E2 (ppm) El (ppm) (ppm)
Agua tipo 2 0,132 0,134 0,036 0,043
Matriz de referencia 0,131 0,140 0,040 0,047
AC
Matriz de referencia 0,136 0,139 0,037 0,047
AR
Matriz de referencia L 0,134 0,140 0,038 0,049
Fuente: Esta investigacion
LOD M1 E1: Limite de deteccion - Método del Acido ascorbico -
Espectrofotometro Pharo 300. )
LOD M1 E2: Limite de deteccion - Método del Acido ascorbico -
Espectrofotdmetro Perkin EImer Lambda 11.
LOD M2 E1: Limite de deteccibn - Método del Cloruro Estafioso -
Espectrofotometro Pharo 300.
LOD M2 E2: Limite de deteccibn - Método del Cloruro Estafioso -

Espectrofotdmetro Perkin EImer Lambda 11.
AC: Agua cruda

AR: Agua residual

L: Lixiviado

v' Calculo del LOD y LOQ utilizando el método 2

Como se menciond en la seccién 2.7.2.3, el método 2 se puede determinar de dos
formas: 1. Basado en la en la curva de calibracién y 2. Basado en la desviacion
estandar del blanco, a continuacién se muestran los resultados para cada caso.

v' Calculo del LOD y LOQ utilizando el método 2 basado en la curva de
calibracion

Los calculos del LOD y LOQ se realizaron utilizando los dos tipos de blancos, los
gue se prepararon con agua tipo 2 y los blancos de referencia (de agua cruda, de
agua residual y de lixiviados).Los LOD y LOQ se determinaron utilizando las
ecuaciones 6 y 7; en este caso o corresponde a la desviacién estandar de los
residuos determinada a partir de la regresion lineal, cuyo valor para cada método y
equipo se muestra en la tabla 22y m corresponde a la pendiente de la curva de
calibracion.
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Tabla 39. Limites de deteccion (LOD) y Limites de cuantificacion (LOQ) segun el
método 2 basado en la curva de calibracion

Variables LODML1EL1 [LODM1E2 | LODM2ELl | LOD M2 E2
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

Agua tipo 2

Matriz de referencia
AC

Matriz de referencia 0,042 0,034 0,075 0,074
AR

Método Matriz de referencia
2: Basado en L

laenlacurva Variables LOQ M1 | LOQ M1 | LOQ M2 | LOQ M2
de calibracién E1l (ppm) E2 (ppm) El (ppm) E2 (ppm)

Agua tipo 2

Matriz de referencia
AC

Matriz de referencia 0,127 0,103 0,227 0,224
AR

Matriz de referencia
L

Fuente: Esta investigacion

LOD M1 E1: Limite de deteccion - Método del Acido ascérbico —
Espectrofotometro Pharo 300.

LOD M1 E2: Limite de deteccion - Método del Acido ascérbico —
Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 11.

LOD M2 E1:. Limite de deteccion - Método del Cloruro Estafioso -
Espectrofotometro Pharo 300.

LOD M2 E2: Limite de deteccion - Método del Cloruro Estafioso -
Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 11.

AC: Agua cruda

AR: Agua residual

L: Lixiviado

v' Calculo del LOD y LOQ utilizando el método 2 basado en la desviacién
estandar del blanco

Los calculos del LOD y LOQ se realizaron utilizando los dos tipos de blancos, los
gue se prepararon con agua tipo 2 y los blancos de referencia (de agua cruda, de
agua residual y de lixiviados).Los LOD y LOQ se determinan utilizando las
ecuaciones 6 y 7; en este caso o corresponde a la desviacion estandar desviacion
estandar de la sefial del blanco y m corresponde a la pendiente de la curva de
calibracion.
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Tabla 40. Limite de deteccion (LOD) y Limites de cuantificacion (LOQ) segun el

método 2 basado en la desviacidon estandar del blanco.

Variables LODM1E1 |LOD M1|LOD M2|LOD M2
(ppm) E2 (ppm) | E1 (ppm) | E2 (ppm)

Agua tipo 2 0,007 0,007 0,004 0,004
Matriz de 0,007 0,008 0,005 0,005
referencia AC
Matriz de 0,008 0,008 0,004 0,005
referencia AR

) Matriz de 0,008 0,008 0,004 0,005

Método .

2: Basado en la desviacion refe_renma L

estandar del blanco Variables LOQ M1|LOQ M1 |LOQ M2|LOQ M2

El (ppm) E2 (ppm) | E1 (ppm) | E2 (ppm)

Agua tipo 2 0,021 0,020 0,012 0,011
Matriz de 0,021 0,025 0,016 0,014
referencia AC
Matriz de 0,025 0,023 0,012 0,014
referencia AR
Matriz de 0,023 0,024 0,013 0,015
referencia L

Fuente: Esta investigacion

LOD M1 E1: Limite de deteccion - Método del Acido ascorbico -

Espectrofotometro Pharo 300.

LOD M1 E2: Limite de deteccion - Método del Acido ascorbico -

Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 11.

LOD M2 E1:. Limite de deteccion - Método del Cloruro Estafioso -

Espectrofotometro Pharo 300.

LOD M2 E2: Limite de deteccion - Método del Cloruro Estafioso -

Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 11.
AC: Agua cruda

AR: Agua residual

L: Lixiviado

A partir de los resultados obtenidos en los LOD y LOQ se pudo apreciar que segun
el método utilizado para su determinacion, los valores que se obtienen son
diferentes, por esta razén es preciso determinar el LOQ estimado para establecer
el limite de cuantificacion real de los métodos analiticos. Esto se hizo analizando
soluciones estandar cuyos niveles de concentracion corresponden a los resultados
del LOQ obtenidos por los meétodos 1 y 2; los resultados se muestran a

continuacion:

127




Tabla 41. Resultados obtenidos para la evaluacion del Limite de cuantificacion
estimado — Método colorimétrico: Cloruro Estafioso.

Espectrofotémetro Pharo 300

Espectrofotémetro Perkin Elmer

Lambda 11
Concentracién
de la solucion 0,03 0,05 0,08 0,10 0,03 0,05 0,08 0,10
estandar (ppm)
0,01478 | 0,03825 | 0,06906 | 0,09840 | 0,01972 | 0,04428 | 0,07028 | 0,09772
0,00892 | 0,03532 | 0,07639 | 0,09986 | 0,01394 | 0,04428 | 0,07605 | 0,10205
0,01185 | 0,04119 | 0,08079 | 0,10133 | 0,01539 | 0,05583 | 0,08183 | 0,10061
0,01625 | 0,03825 | 0,08519 | 0,10280 | 0,02117 | 0,04428 | 0,08472 | 0,10205
Concentraciones | 0,01332 | 0,03825 | 0,08666 | 0,10280 | 0,01250 | 0,04717 | 0,08761 | 0,10205
Obtenidas 0,01625 | 0,02505 | 0,09106 | 0,10280 | 0,01683 | 0,03417 | 0,09050 | 0,10350
0,01332 | 0,02065 | 0,08373 | 0,09986 | 0,01683 | 0,02983 | 0,08472 | 0,10205
0,01625 | 0,03532 | 0,07786 | 0,09986 | 0,01828 | 0,04139 | 0,07894 | 0,09916
0,01772 | 0,04999 | 0,07933 | 0,09546 | 0,01972 | 0,04572 | 0,07894 | 0,09772
0,01772 | 0,03825 | 0,07346 | 0,09986 | 0,01972 | 0,06305 | 0,07316 | 0,10061
Promedio 0,01464 | 0,03605 | 0,08035 | 0,10030 | 0,01741 | 0,04500 | 0,08068 | 0,10068
Desviacion 0,0028 0,0082 0,0066 0,0023 0,0028 0,0095 0,0064 0,0020
estandar
CV (%) 19,16 22,63 8,17 2,29 16,22 21,09 7,95 1,97
Error 0,0154 0,0139 0,0004 0,0003 0,01259 | 0,00500 | 0,00068 | 0,00068
absoluto
% Error -51,206 | -27,891 | 0,443 0,304 -41,965 | -10,003 | 0,844 0,684
relativo
LC (95%) +0,002 | 0,006 | 0,005 | 0,002 | 0,002 | 0,007 | +0,005 | 0,001

Fuente: Esta investigacion

Tabla 42. Resultados obtenidos para la evaluacién del Limite de cuantificacion
estimado — Método colorimétrico: Acido Ascorbico.

Espectrofotémetro Pharo 300

Espectrofotémetro Perkin Elmer
Lambda 11

Concentracion
de la solucion
estandar (ppm)

0,03

0,05

0,08

0,10

0,03

0,05

0,08

0,10

Concentraciones
Obtenidas

0,02110

0,03749

0,07026

0,09940

0,02239

0,03707

0,07011

0,09947

0,02838

0,04113

0,08665

0,09940

0,02789

0,04074

0,08662

0,09947

0,02110

0,03749

0,08119

0,10122

0,02055

0,03707

0,08112

0,10131

0,02292

0,05206

0,08483

0,10122

0,02055

0,04992

0,08479

0,10131

0,03203

0,03567

0,08665

0,10122

0,03156

0,03523

0,08662

0,10131

0,02110

0,05023

0,09029

0,10304

0,02055

0,05542

0,09029

0,10314

0,02474

0,05206

0,08483

0,10304

0,02422

0,04992

0,08479

0,10314

0,02838

0,05023

0,07755

0,10304

0,02789

0,05175

0,07745

0,10314

0,03385

0,05388

0,07937

0,09758

0,03340

0,04992

0,07928

0,09763

0,03567

0,04295

0,07208

0,10122

0,03523

0,04441

0,07194

0,10131

Promedio

0,02693

0,04532

0,08137

0,10104

0,02643

0,04515

0,08130

0,10112

Desviacion
estandar

0,0055

0,0071

0,0066

0,0018

0,0056

0,0072

0,0066

0,0018
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Tabla 42. (Continuacion)

Espectrofotometro Pharo 300 Espectrofotometro Perkin Elmer

Lambda 11
Concentracién
de la solucién 0,03 0,05 0,08 0,10 0,03 0,05 0,08 0,10
estandar (ppm)
CV (%) 20,61 15,62 8,06 1,79 21,17 15,94 8,14 1,80
Error 0,0031 | 0,0047 | 0,0014 |O0,0010 |O0,0036 |O0,0049 | 0,0013 | 0,0011
absoluto
(%) Error -10,243 | -9,364 1,714 1,037 -11,92 -9,71 1,63 1,12
relativo
LC (95%) +0,004 +0,005 +0,005 +0,001 +0,0040 | £0,0051 | £0,0047 | +0,0013

Fuente. Esta investigacion.

A partir de los resultados presentados en las tablas 41 y 42, se pudo establecer
que el limite de cuantificaciébn que ofrece mayor precision es 0,1ppm de fésforo,
debido a que esta concentracion presentd los menores porcentajes de coeficiente
de variacion y error relativo.

Con lo anterior se demuestra que es necesario llevar a cabo la comprobacién
experimental del limite de cuantificacion calculado, puesto que en muchas
ocasiones el valor obtenido tedricamente no es confiable debido a que es posible
obtener resultados precisos y exactos cuando desciende mas en la concentracion
limite y en otros casos es necesario aumentar el nivel de concentracion, con lo
que parte del trabajo realizado debe ser reconducido si se quiere llegar realmente
a conocer el limite de cuantificacion de los métodos analiticos.

Los anteriores resultados de limite de deteccién y de cuantificacién estimado
permiten establecer que los métodos colorimétricos evaluados son aplicables para
el andlisis de fésforo total en aguas y lixiviados y con su uso es posible obtener
resultados confiables.

Ademas, teniendo en cuenta que los valores del % de error relativo y del %CV
(tablas 41 y 42) obtenidos para el método del acido ascérbico son menores que
los obtenidos para el método del cloruro estafioso a concentraciones inferiores a
0,1ppm de fésforo, indican que el método del acido ascorbico presenta una mejor
exactitud y precision a concentraciones mas bajas. Este es otro argumento para
establecer que el método del acido ascoérbico presenta una mayor sensibilidad que
el método del cloruro estafioso.
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» Analisis estadistico de las soluciones de 0,1 ppm de fosforo
preparadas con las matrices de referencia de agua cruda, de agua
residual y de lixiviado.

En las tablas 43 y 44 se muestran los resultados obtenidos para las soluciones de
0,1 ppm de fosforo preparadas a partir de las matrices de referencia de agua
cruda, de agua residual y de lixiviados.

Tabla 43. Resultados obtenidos en los andlisis de las soluciones de 0,1ppm de
Fosforo preparadas con las matrices de referencia de Agua Cruda, de Agua
Residual y de Lixiviados - Método colorimétrico: Cloruro Estafioso y Equipos
espectrofotométricos: Pharo 300 y Perkin EImer Lambda 11.

Espectrofotémetro Pharo 300 Espectrofotémetro Perkin
Elmer Lambda 11
Patron de | Patronde | Patron de | Patron de Patréon de Patrén de
0,1ppm 0,1ppm 0,1ppm 0,1ppm 0,1ppm 0,1ppm
Matriz de | Matriz de Matriz de Matriz de Matriz de Matriz de
referencia | referencia | referencia | referencia | referencia | referencia
Agua Agua Lixiviado Agua Agua Lixiviado
Cruda Residual Cruda Residual
0,10426 | 0,10426 | 0,09986 | 0,10350 | 0,10350 | 0,09916
0,10133 | 0,10280 | 0,10426 | 0,10061 | 0,10205 | 0,10350
0,09986 | 0,10133 | 0,10426 | 0,09916 | 0,10061 | 0,10350
0,10426 | 0,10280 | 0,10280 | 0,10350 | 0,10205 | 0,10350
Concentraciones Obtenidas 0,10426 | 0,10133 | 0,10280 | 0,10205 | 0,10061 | 0,10350
0,09986 | 0,10133 | 0,09986 | 0,10205 | 0,10061 | 0,09916
0,09986 | 0,10426 | 0,10426 | 0,10205 | 0,09916 | 0,10061
0,10280 | 0,10133 | 0,10280 | 0,10350 | 0,10061 | 0,10350
0,10426 | 0,09986 | 0,10426 | 0,10350 | 0,09916 | 0,10350
0,10133 | 0,09986 | 0,10426 | 0,10205 | 0,10061 | 0,10350
Promedio 0,10221 | 0,10192 | 0,10294 | 0,10220 | 0,10090 | 0,10234
Desviacion estandar 0,002 0,002 0,002 0,001 0,001 0,002
CV (%) 1,937 1,547 1,706 1,405 1,316 1,858
LC 95% +0,001 | +0,001 +0,001 +0,001 +0,001 +0,001
Error absoluto (ppm) 0,002 0,002 0,003 0,002 0,001 0,002
Error relativo (%) 2,21 1,92 2,94 2,15 0,89 2,29

Fuente: Esta investigacion
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Tabla 44. Resultados obtenidos en los andlisis de las soluciones de 0,1ppm
preparadas con las matrices de referencia de Agua Cruda, Agua Residual y
Lixiviados - Método colorimétrico: Acido Ascorbico y Equipos espectrofotométricos:

Pharo 300 y Perkin Elmer Lambda 11

Espectrofotémetro Pharo 300 Espectrofotémetro Perkin
Elmer Lambda 11
Patron de | Patronde | Patron de | Patron de Patron de Patrén de
0,1ppm 0,1ppm 0,1ppm 0,1ppm 0,1ppm 0,1ppm
Matriz de Matriz de Matriz de Matriz de Matriz de Matriz de
referencia | referencia | referencia | referencia | referencia | referencia
Agua Agua Lixiviado Agua Agua Lixiviado
Cruda Residual Cruda Residual
0,10304 | 0,10304 | 0,10122 | 0,10314 | 0,10314 | 0,10131
0,10122 | 0,10304 | 0,10304 | 0,09947 | 0,10314 | 0,10314
0,09940 | 0,10122 | 0,10304 | 0,10314 | 0,10131 | 0,10314
0,10304 | 0,10304 | 0,10304 | 0,10131 | 0,10314 | 0,10314
Concentraciones Obtenidas 0,10304 | 0,10122 | 0,09940 | 0,10131 | 0,10314 | 0,09947
0,09940 | 0,10122 | 0,09940 | 0,09947 | 0,10131 | 0,09947
0,10122 | 0,09940 | 0,10304 | 0,10131 | 0,09947 | 0,10314
0,10304 | 0,10122 | 0,10304 | 0,10131 | 0,10131 | 0,10314
0,10304 | 0,09940 | 0,10304 | 0,10314 | 0,09947 | 0,10314
0,10122 | 0,09940 | 0,10304 | 0,10314 | 0,09947 | 0,10314
Promedio 0,10177 | 0,10122 | 0,10213 | 0,10167 | 0,10149 | 0,10222
Desviacion estandar 0,001 0,001 0,002 0,001 0,002 0,002
CV (%) 1,473 1,469 1,515 1,424 1,583 1,526
LC 95% +0,001 | +0,001 +0,001 +0,001 +0,001 +0,001
Error absoluto (ppm) 0,002 0,001 0,002 0,002 0,001 0,002
Error relativo (%) 1,77 1,22 2,13 1,67 1,49 2,22

Fuente: Esta investigacion

De igual forma los resultados de los %CV y de error relativo para las soluciones de
0,1ppm de fésforo preparadas con las matrices de referencia, se encuentran por
debajo del 3% lo que indica que los resultados son precisos y exactos.

» Comparacion de los resultados obtenidos en los andlisis de las
soluciones de 0,1 ppm preparadas con agua tipo 2 con los obtenidos
de las soluciones preparadas con las matrices de referencia.

Se compararon los resultados obtenidos en los analisis de las soluciones de 0,1
ppm preparadas con agua tipo 2 con los obtenidos en las soluciones preparadas
con las matrices de referencia de agua cruda, de agua residual y de lixiviado, con
el fin de identificar si existen o no diferencias estadisticamente significativas entre
el tipo de solvente (agua tipo 2 — matriz de referencia), métodos colorimétricos
(cloruro estafioso — acido ascorbico) y equipos espectrofotométrico (Pharo 300 —
Perkin Elmer Lambda 11), para lo cual se utilizé la opcién comparacion de varias
muestras del programa Statgraphics Centurion XVI, en donde la prueba
estadistica utilizada para realizar dicha comparacion es el ANOVA, el cual supone
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que las varianzas son iguales para todos los grupos; por esta razén se realizo
primero una verificacion de varianzas con la prueba de Levene para demostrar la
homogeneidad de las varianzas.

Tabla 45. Variables para el Analisis de Varianza

No. | Variable

1 Método Cloruro estafioso — Equipo Perkin Elmer Lambda 11 - tipo de solvente Agua
tipo 2.

2 Método Cloruro estafioso — Equipo Pharo 300 - tipo de solvente Agua tipo 2.

3 Método Acido ascorbico — Equipo Perkin Elmer Lambda 11 - tipo de solvente Agua
tipo 2.

4 Método Acido ascorbico — Equipo Pharo 300 - tipo de solvente Agua tipo 2.
5 Método Cloruro estafioso — Equipo Perkin Elmer Lambda 11 - tipo de solvente
Matriz de referencia agua cruda.

6 Método Cloruro estafioso — Equipo Pharo 300 - tipo de solvente Matriz de referencia
agua cruda.

7 Método Acido ascérbico — Equipo Perkin EImer Lambda 11 - tipo de solvente Matriz
de referencia agua cruda.

8 Método Acido ascorbico — Equipo Pharo 300 - tipo de solvente Matriz de referencia
agua cruda.

9 Método Cloruro estafioso — Equipo Perkin Elmer Lambda 11 - tipo de solvente
Matriz de referencia agua residual.

10 | Método Cloruro estafioso — Equipo Pharo 300 - tipo de solvente Matriz de referencia
agua residual.

11 | Método Acido ascorbico — Equipo Perkin Elmer Lambda 11 - tipo de solvente Matriz
de referencia agua residual.

12 | Método Acido ascérbico — Equipo Pharo 300 - tipo de solvente Matriz de referencia
agua residual.

13 | Método Cloruro estafioso — Equipo Perkin Elmer Lambda 11 - tipo de solvente
Matriz de referencia lixiviado.

14 | Método Cloruro estafioso — Equipo Pharo 300 - tipo de solvente Matriz de referencia
lixiviado.

15 | Método Acido ascorbico — Equipo Perkin Elmer Lambda 11 - tipo de solvente Matriz
de referencia lixiviado.

16 | Método Acido ascérbico — Equipo Pharo 300 - tipo de solvente Matriz de referencia
lixiviado.

Fuente: Esta investigacion

Tabla 46.Verificacion de Varianza

Prueba [Valor-P
Levene's|0,488976 |0,943189

Fuente: Esta investigacion

La prueba de Levene mostrada en la tabla 46 evalGa la hipétesis nula de que las
desviaciones estandar dentro de cada una de las 16 columnas son iguales.
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Puesto que el valor-P es mayor que 0,05 no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del
95,0% de confianza. Debido a que a partir de la prueba de Levene se obtuvo que
no hay diferencias significativas entre las varianzas se procedié a realizar el
analisis de varianza (ANOVA).

v' Analisis de Varianza (ANOVA)
En este caso, el analisis de varianza contrasta la hipétesis de igualdad de las
Medias para las 16 variables.

La Hipotesis Nula Ho es:

M1- M2- M3- Ma- Ms- He- M7= Ms- Mo~ M1o- M11- Mi2- H13- H1a- His- H16=0
La Hipotesis Alterna H1 es:

M1- Po- M3~ Ma- Ms- He- M7~ Ma- Ho- M1o- M11- Ha2- M13- Mia- His- H1670

Tabla 47. Analisis de Varianza (ANOVA)

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 0,0000690937 15 |0,00000460625 (1,46 0,1260

grupos

Intra grupos [0,0004529 144 10,00000314514

Total (Corr.) {0,000521994 159

Fuente: Esta investigacion

Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor 0,05, y que el valor del Fcaiculado
<Frabulado(15;144:0,05) =1.736 , con los grados de libertad para el numerador (gl1=15) y
el denominador (gl,= 144) y con un contraste a una cola, se concluye que no hay
evidencia suficiente para rechazar la Hipoétesis Nula. Es decir que no existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 16 variables con
un nivel del 95,0% de confianza, es decir, no hay diferencias significativas entre
métodos (cloruro estafioso y acido ascorbico), equipos espectrofotométricos
(Perkin Elmer Lambda 11 y Pharo 300) tipos de solvente (agua tipo 2 y matriz de
referencia) y ademas éste Ultimo indicaria que el efecto matriz no es significativo.

4.2.1.2.4. Precision

Para evaluar la precision se tuvieron en cuenta los criterios de aceptacion
mencionados en la seccion 2.7.2.4, dichos criterios son:

1. Coeficiente de variacién de Horwitz y el pardmetro HorRat para evaluar la
repetibilidad y la reproduciblidad.
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2. Andlisis de Varianza ANOVA para evaluar la reproducibilidad.

Resultados criterio 1: Coeficiente de variacion de Horwitz y el parametro

HorRat

> Repetibilidad

En las tablas 48, 49, 50 y 51 se muestran los resultados obtenidos en
concentracion (ppm) a partir del analisis de las soluciones estandar de 0,1; 0,5y
1,0ppm de Fosforo mediante los dos métodos colorimétricos y en los dos equipos

espectrofotomeétricos.

Tabla 48. Resultados obtenidos en el estudio de repetibilidad — Dia 1 - Método

colorimétrico del Cloruro Estafioso

Espectrofotémetro Pharo 300 | Espectrofotometro Perkin Elmer
L Lambda 11

No de determinacion - :

Concentraciones (ppm) Concentraciones (ppm)

0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0
1 0,10133 0,50179 | 1,00053 | 0,10061 | 0,50071 | 1,00192
2 0,10280 0,49885 | 1,00346 | 0,10350 | 0,49926 | 1,00047
3 0,09840 0,50325 | 0,99759 | 0,09916 | 0,50215 | 0,99758
4 0,09986 0,50472 | 1,00639 | 0,09916 | 0,50360 | 1,00481
5 0,10280 | 0,49592 | 1,00199 | 0,10205 | 0,49493 | 1,00336
Promedio 0,10104 0,50091 | 1,00199 | 0,10090 | 0,50013 | 1,00163
Desviacion estandar | 0,002 0,004 0,003 0,002 0,003 0,003
DSR, (%) 1,893 0,705 0,327 1,867 0,665 0,277
DSRy (%) 22,440 17,627 | 15,887 | 22,440 | 17,627 15,887
Fraccion en masa 1X10° 5X10° [1x10° [1Xx10°® [5x10° |1X10°
HorRat 0,084 0,040 0,021 0,083 0,038 0,017
LC 95% +0,0024 +0,0044 | £0,0041 | +0,0023 | +0,0041 | +0,0035
% Error relativo 1,04% 0,18% 0,20% 0,90% 0,03% 0,16%
Error absoluto 0,0010 0,0009 | 0,0020 | 0,0009 | 0,0001 0,0016

Fuente: Esta investigacion

Tabla 49. Resultados obtenidos en el estudio de repetibilidad — Dia 2 - Método

colorimétrico del Cloruro Estafioso

Espectrofotémetro Pharo 300 | Espectrofotometro Perkin Elmer
L Lambda 11
No de determinacion : :
Concentraciones (ppm) Concentraciones (ppm)

0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0
1 0,10280 | 0,49592 | 1,00053 | 0,10350 | 0,49637 | 1,00192
2 0,10280 | 0,50179 | 1,00493 | 0,10350 | 0,50071 | 1,00047
3 0,10133 | 0,50032 | 1,00346 | 0,10205 | 0,50071 | 1,00192
4 0,09840 | 0,50325 | 1,00493 | 0,09916 | 0,50215 | 1,00481
5 0,09986 | 0,50179 | 1,00346 | 0,10205 | 0,50215 | 1,00192
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Tabla 49. (Continuacion)

Espectrofotémetro Pharo 300 | Espectrofotometro Perkin Elmer
Lambda 11
Concentraciones (ppm) Concentraciones (ppm)

0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0
Promedio 0,10104 | 0,50061 | 1,00346 | 0,10205 | 0,50042 | 1,00221
Desviacion estandar 0,002 0,003 0,002 0,002 0,002 0,002
DSR; (%) 1,893 0,564 0,179 1,733 0,474 0,158
DSRy (%) 22,440 17,627 15,887 22,440 17,627 15,887
Fraccion en masa 1X10° | 5x10° [1X10® |1X10° [5X10° [ 1X10®
HorRat 0,084 0,032 0,011 0,077 0,027 0,010
% Error relativo 1,04% 0,12% 0,35% 2,05% 0,08% 0,22%
Error absoluto 0,001 0,0006 0,003 0,0021 0,0004 0,0022

Fuente: Esta investigacion

Tabla 50. Resultados obtenidos en el estudio de repetibilidad — Dia 1 - Método
colorimétrico del Acido Ascérbico

Espectrofotémetro Pharo 300 | Espectrofotometro Perkin Elmer
L, Lambda 11
No de determinacion - :

Concentraciones (ppm) Concentraciones (ppm)

0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0
1 0,10122 | 0,50181 | 1,00255 | 0,10131 | 0,50140 | 1,00427
2 0,10304 | 0,49817 | 1,00073 | 0,10314 | 0,49773 | 1,00611
3 0,09940 | 0,50181 | 0,99709 | 0,09947 | 0,50324 | 0,99877
4 0,10122 | 0,50545 | 1,00438 | 0,09947 | 0,50507 | 1,00427
5 0,10304 | 0,49635 | 1,00255 | 0,10131 | 0,49590 | 1,00244
Promedio 0,10158 | 0,50072 | 1,00146 | 0,10094 | 0,50067 | 1,00317
Desviacion estandar 0,002 0,004 0,003 0,002 0,004 0,003
DSR, (%) 1,500 0,709 0,276 1,521 0,760 0,277
DSRy (%) 22,440 17,627 15,887 22,440 17,627 15,887
Fraccion en masa 1X10° | 5X10° [1x10° [1x10° |[5x10° [ 1X10”
HorRat 0,067 0,040 0,017 0,068 0,043 0,017
LC 95% +0,0019 | +0,0044 | +0,0034 | +0,0019 | +0,0047 | +0,0035
% Error relativo 1,58% 0,14% 0,15% 0,94% 0,13% 0,32%
Error absoluto 0,0016 | 0,0007 | 0,0015 | 0,0009 | 0,0007 0,0032

Fuente: Esta investigacion
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Tabla 51. Resultgdos obtenidos en el estudio de
colorimétrico del Acido Ascorbico

repetibilidad — Dia 2 - Método

Espectrofotémetro Pharo 300 | Espectrofotometro Perkin Elmer
L Lambda 11
No de determinacion ] -

Concentraciones (ppm) Concentraciones (ppm)

0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0
1 0,10304 | 0,49817 | 1,00073 | 0,10314 | 0,49773 | 1,00427
2 0,10304 | 0,50181 | 1,00620 | 0,10131 | 0,50140 | 1,00611
3 0,10122 | 0,49999 | 1,00255 | 0,10131 | 0,49957 | 1,00427
4 0,09940 | 0,50363 | 1,00255 | 0,09947 | 0,50324 | 1,00060
5 0,10122 | 0,50181 | 1,00620 | 0,09947 | 0,49957 | 1,00611
Promedio 0,10158 | 0,50108 | 1,00365 | 0,10094 | 0,50030 | 1,00427
Desviacion estandar 0,0015 | 0,0021 0,0024 | 0,0015 0,0021 0,0022
DSR, (%) 1,500 0,414 0,243 1,521 0,418 0,224
DSRy (%) 22,440 17,627 15,887 22,440 17,627 15,887
Fraccion en masa 1X10° | 5x10° [1X10® |1X10° [5X10° [ 1X10®
HorRat 0,067 0,024 0,015 0,068 0,024 0,014
% Error relativo 1,58% 0,22% 0,36% 0,94% 0,06% 0,43%
Error absoluto 0,0016 | 0,0011 0,0036 | 0,0009 0,0003 0,0043

Fuente: Esta investigacion

» Reproducibilidad
En la tabla 52 se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion del
pardmetro de HorRat para el estudio de reproducibilidad entre dias (dia 1 y dia 2),
equipos espectrofotométricos (Perkin EImer Lambda 11 y Pharo 300) y métodos
colorimétricos (cloruro estafioso y acido ascorbico).

Tabla52. Resultados obtenidos en el estudio de reproducibilidad — Dial y Dia 2 -
Métodos colométricos: Cloruro Estafioso y Acido Ascorbico — Equipos: Perkin
Elmer Lambda 11 y Pharo 300.

— & Lo pu o pu
s g o E JE
o o o
NUMERO DE
DATOS 40 40 40
PROMEDIO | 0,101075 | 0,500625 | 1,002725
DESVIACION
R ANDAR | 0001685344 0,002752039 | 0,002364128
) DSR, (%)
PARAMETROS 1,667419307 | 0,549720623 | 0,235770355
ESTADISTICOS ™p5R, (%) 22,440 17,627 15,887
Fraccion en 1X10° 5X10° 1X10°
masa
HorRat 0,07430445 | 0,03118585 | 0,01484086
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A partir de los valores HorRat obtenidos para cada nivel de concentracion, tanto
en el estudio de la repetibilidad como de la reproducibilidad de los métodos
analiticos validados, se observa que se obtienen valores menores a 0,2. Estos
resultados pueden indicar promedio no reportado o excelente entrenamiento y
experiencia.

Al evaluar estas dos posibles causas se puede observar que los promedios de las
concentraciones obtenidos en el andlisis son cercanos a los valores tedricos de las
soluciones estandar de fésforo evaluadas, por lo que los bajos resultados del
pardmetro HorRat obtenidos se deben directamente a bajos valores en las
desviaciones estandar relativas obtenidas para cada nivel de concentracion. Lo
anterior indica que existe una baja dispersion de los resultados con respecto al
valor medio de las medidas, debido a que existe una adecuada formacion y
experiencia en la medicion, implicando que los resultados obtenidos indiquen que
los método utilizados generan resultados repetibles y reproducibles a lo largo del
intervalo de concentraciones evaluadas.

Resultados criterio 2: Precision evaluada mediante el Andlisis de Varianza
ANOVA

Para verificar si existen o no diferencias estadisticamente significativas entre los
resultados obtenidos a partir del andlisis realizado en dos dias, utilizando dos
métodos colorimétricos (Cloruro estafioso y Acido ascérbico) y realizando las
determinaciones en dos equipos (Perkin ElImer Lambda 11 y Pharo 300) para cada
nivel de concentracion, se hizo una comparacion de los resultados obtenidos con
el uso del programa estadistico Statgraphics Centurion XVI, utilizando la opcion
comparacién de varias muestras, los resultados se muestran a continuacion.

Tabla 53. Variables para la evaluacion de la reproducibilidad

VARIABLES

Método Cloruro estafioso / Equipo Perkin Elmer Lambda 11 - Dia 1
Método Cloruro estafioso / Equipo Pharo 300 - Dia 1

Método Acido ascorbico / Equipo Perkin Elmer Lambda 11 - Dia 1
Método Acido ascérbico / Equipo Pharo 300 - Dia 1

Método Cloruro estafioso / Equipo Perkin Elmer Lambda 11 - Dia 2
Método Cloruro estafioso / Equipo Pharo 300 - Dia 2

Método Acido ascorbico / Equipo Perkin Elmer Lambda 11 - Dia 2
Método Acido ascérbico / Equipo Pharo 300 - Dia 2

o

o(~N|oo|Nw(N|k|=

Fuente: Esta investigacion
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v" Nivel de concentracion 0,1ppm de Fésforo

Tabla 54. Analisis de Varianza (ANOVA) - concentracion 0,1ppm de Fosforo

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 0,000006375 7 |9,10714E-7 0,28 0,9575

grupos

Intra grupos |0,0001044 32 (0,0000032625

Total (Corr.) [0,000110775 39

Fuente: Esta investigacion

Tabla 55. Verificacion de Varianza

Prueba [Valor-P
Levene's|0,159266 [0,991394

Fuente: Esta investigacion

v" Nivel de concentracion 0,5 ppm de Fésforo

Tabla 56. Analisis de Varianza (ANOVA) - concentracion 0,5ppm de Fosforo

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio|Raz6n-F |Valor-P
Cuadrados

Entre 0,000003775 |7 5,39286E-7 0,06 0,9996

grupos

Intra grupos [0,0002916 32 [0,0000091125

Total (Corr.) |0,000295375 |39

Fuente: Esta investigacion

Tabla 57. Verificacion de Varianza

Prueba |Valor-P
Levene's|0,79588 10,59639
Fuente: Esta investigacion

v Nivel de concentracién 1,0 ppm de Fésforo

Tabla 58. Analisis de Varianza (ANOVA) - concentracion 1,0ppm de Fosforo

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razo6n-F |Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 0,000035975 7 10,00000513929 (0,90 0,5159

grupos

Intra grupos [0,000182 32 ]0,0000056875

Total (Corr.) |0,000217975 39

Fuente: Esta investigacion
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Tabla 59.Verificacion de Varianza

Prueba |Valor-P
Levene's|0,41069 (0,888514

Fuente: Esta investigacion

Para la evaluacion de los resultados se establece como hipoétesis nula que todas
las muestras se extraen de una poblacion de p y varianza iguales; es decir que se
evallan y se comparan resultados que presentan iguales valores medios y de
desviacién. Debido a que en las tablas 54, 56 y 58el valor-P de la razon-F es
mayor 0,05, y a que el valor del Fcaiculado < Frabulado(7:32:0,05) =2,312, correspondiente
al valor para los grados de libertad de la variacion entre grupos (gli=7) e intra
grupos (gl,=32) y con un contraste a una cola, en todos los casos, se demuestra
que no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las
8 variables para cada nivel de concentracion con un nivel del 95,0% de confianza.

Este resultado indica que las estimaciones no difieren significativamente y que el
hecho de variar los factores (Dia, Método y Equipo) no introduce un error
significativo, por lo tanto los resultados se consideran precisos.

4.2.1.2.5. Efecto matriz

El efecto matriz se evalu6 mediante la determinacion del porcentaje de efecto
matriz (Y%EM) mencionado en la seccién 2.7.2.5.

» Evaluacion y expresién del efecto matriz

v' Expresion del efecto matriz - Porcentaje de efecto matriz: Con el uso de la
ecuacion 16 se calcul6 el porcentaje del efecto matriz y en la tabla 56 se
muestran los resultados:

Respuesta en matriz

% Efecto Matriz = ( ) x 100% Ecuacion 16

Respuesta en agua tipo 2

Tabla 60. Porcentaje Efecto Matriz

M1 E1l M1 E2 M2 E1 M2 E2

BK Ref. AC 99,44% | 100,03% | 100,00% | 101,15%
BK Ref. AR 99,77% | 100,68% | 100,25% | 101,15%
BK Ref. L 99,60% | 100,36% | 101,01% | 100,43%

Patrén 0,1ppm Ref. AC | 100,73% | 100,56% | 101,42% | 101,12%
Patrén 0,1ppm Ref. AR | 100,18% | 100,37% | 101,20% | 100,11%
Patrén 0,1ppm Ref. L | 101,09% | 101,11% | 101,97% | 101,23%

Fuente: Esta investigacion
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M1 E1: Método del Acido ascérbico — Espectrofotdémetro Pharo 300.

M1 E2: Método del Acido ascérbico — Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 11.
M2 E1: Método del Cloruro Estafioso — Espectrofotdmetro Pharo 300.

M2 E2: Método del Cloruro Estafioso — Espectrofotometro Perkin ElImer Lambda
11.

BK Ref AC.: Blanco preparado con la matriz de referencia de agua cruda.

BK Ref AR.: Blanco preparado con la matriz de referencia de agua residual.

BK Ref L.: Blanco preparado con la matriz de referencia de lixiviado

Patrén 0,1 ppm Ref. AC: Patron de 0,1 ppm de fosforo preparado con la matriz de
referencia de agua cruda.

Patrén 0,1 ppm Ref. AR: Patron de 0,1 ppm de fosforo preparado con la matriz de
referencia de agua residual.

Patrén 0,1 ppm Ref. L: Patron de 0,1 ppm de fosforo preparado con la matriz de
referencia de lixiviado.

En la Tabla 60 se observa que los valores de porcentaje de efecto matriz estan
entre el 99 y 102%, lo cual indica que la respuesta en agua tipo 2 es similar a la
respuesta en matriz, hecho que demuestra que no es significativo el efecto de la
matriz en los métodos colorimétricos validados. Esto se confirma con los
resultados obtenidos a partir de las comparaciones de las sefiales emitidas por los
blancos mostrados en la Tabla37y en los resultados obtenidos a partir de las
comparaciones de la concentracion de 0,1 ppm de fosforo cuyos resultados se
presentaron en la Tabla 43, los cuales demuestran que no se presentan
diferencias estadisticamente significativas entre el tipo de solvente (agua tipo 2 y
matriz de referencia), y también evidencian que no se presentan diferencias
significativas entre  los métodos colorimétricos (acido ascoérbico y cloruro
estafioso) y entre los equipos espectrofotométricos (Perkin Elmer Lambda 11 y
Pharo 300) utilizados para realizar los andlisis.

4.2.1.2.6. Exactitud

En las Tablas 61, 62, 63 y 64se muestran los resultados obtenidos para la
determinacion de la exactitud a partir del analisis de muestras reales, patrones y
muestras adicionadas por los métodos colorimétricos Cloruro Estafioso y Acido
Ascorbico y las lecturas medidas en los equipos espectrofotométricos Pharo 300 y
Perkin EImer Lambda 11.

Tabla 61. Resultados obtenidos para la determinacion de la exactitud a partir del

analisis de muestras reales, patrones y muestras adicionadas - Método
colorimétrico: Cloruro Estafioso y Equipo espectrofotométrico: Pharo 300.
item Concentracion Promedio Desviacion | Coeficiente Error Error Limite de
tedrica Concentraciones estandar de absoluto relativo confianza
obtenidas (ppm) variacion
P1 0,2 ppm 0,19888 0,006 3,06 0,0011 -0,56% | +0,0043
M1 AC 0,14284 0,006 4,05 +0,0041
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Tabla 61. (Continuacion)

item Concentracion Promedio Desviacion | Coeficiente Error Error Limite de
tedrica Concentraciones estandar de absoluto relativo confianza
obtenidas (ppm) variacion

M1+P1 AC + 0,2 ppm 0,33764 0,012 3,44 +0,0083
P2 2,0 ppm 2,02954 0,078 3,82 0,0295 1,48% +0,0554
M2 AR 4,05383 0,175 4,32 +0,1252
M2+P2 AR + 2 ppm 6,02825 0,186 3,09 +0,1330
P3 50,0 ppm 49,49943 1,252 2,53 0,5006 -1,00% | +0,8948
M3 L 22,47605 0,719 3,20 +0,5141
M3+P3 L + 50 ppm 70,95634 1,518 2,14 +1,0849

Fuente: Esta investigacion

Tabla 62. Resultados obtenidos para la determinacion de la exactitud a partir del
andlisis de muestras reales, patrones y muestras adicionadas - Método
colorimétrico: Cloruro Estafioso y Equipo espectrofotométrico: Perkin Elmer
Lambda 11.

ftem Concentracion Promedio Desviacion Coeficiente Error Error Limite de
tedrica Concentraciones estandar de variacion absoluto relativo confianza
obtenidas (ppm)

P1 0,2 ppm 0,19912 0,006 3,19 0,00088 -0,004 | £0,0045
M1 AC 0,14293 0,005 3,66 +0,0037
M1+P1 | AC + 0,2ppm 0,33763 0,011 3,40 +0,0082
P2 2,0 ppm 2,03816 0,082 4,03 0,0382 1,91% | +0,0588
M2 AR 4,05455 0,179 4,41 +0,1277
M2+P2 | AR + 2 ppm 6,03339 0,179 2,97 +0,1279
P3 50,0 ppm 49,23750 1,240 2,52 0,7625 -1,09% | +0,8861
M3 L 22,50631 0,761 3,38 +0,5441
M3+P3 | L + 50 ppm 70,65912 1,715 2,43 +1,2257

Fuente: Esta investigacion

Tabla 63. Resultados obtenidos para la determinacion de la exactitud a partir del

andlisis de muestras reales, patrones y muestras adicionadas - Método

colorimétrico: Acido Ascorbico y Equipo espectrofotométrico: Pharo 300.
ftem Concentracion Promedio Desviacion | Coeficiente Error Error Limite de
tedrica Concentraciones estandar de variacion absoluto relativo confianza

obtenidas (ppm)

P1 0,2 ppm 0,19918 0,006 2,82 0,0008 -0,4088 +0,0020
M1 AC 0,14255 0,006 4,43 +0,0019
M1+P1 | AC + 0,2 ppm 0,33757 0,012 3,56 +0,0029
P2 2,0 ppm 2,03166 0,074 3,66 0,0317 1,5831 +0,0214
M2 AR 4,06377 0,173 4,27 +0,0408
M2+P2 | AR + 2 ppm 6,04124 0,187 3,09 +0,0749
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Tabla 63. (Continuacion)

ftem Concentracioén Promedio Desviacion | Coeficiente Error Error Limite de
tedrica Concentraciones estandar de variacion absoluto relativo confianza

obtenidas (ppm)
P3 50,0 ppm 49,43141 1,288 2,60 0,5686 -1,1372 +0,4850
M3 L 22,50789 0,720 3,20 +0,2401
M3+P3 L + 50 ppm 70,89779 1,564 2,21 +0,5900

Fuente: Esta investigacion

Tabla 64. Resultados obtenidos para la determinacion de la exactitud a partir del
andlisis de muestras reales, patrones y muestras adicionadas - Método
colorimétrico: Acido Ascorbico y Equipo espectrofotométrico: Perkin EImer Lambda
11.

ftem Concentracion Promedio Desviacion Coeficiente Error Error Limite de
tedrica Concentraciones estandar de variacion absoluto relativo confianza
obtenidas (ppm)

P1 0,2 ppm 0,19858 0,007 3,29 0,0014 | -0,7118 | +0,0047
M1 AC 0,14297 0,006 4,45 +0,0045
M1+P1 | AC + 0,2 ppm 0,33696 0,009 2,80 +0,0068
P2 2,0 ppm 2,03345 0,075 3,69 0,0335 | 1,6726 | +0,0536
M2 AR 4,05962 0,171 4,22 +0,1225
M2+P2 AR + 2 ppm 6,03808 0,177 2,92 +0,1261
P3 50,0 ppm 49,41470 1,266 2,56 0,5853 | -1,1706 | +0,9046
M3 L 22,45911 0,718 3,20 +0,5130
M3+P3 L + 50 ppm 70,81927 1,652 2,33 +1,1804

Fuente: Esta investigacion

Los resultados referentes a la exactitud obtenidos por medio de la prueba de
recuperacion, correspondientes a los métodos validados y a sus determinaciones
realizadas en los equipos Perkin EImer Lambda 11 y Pharo 300, se muestran a
continuacion:

Tabla 65. Porcentajes de recuperacion

Matriz Método: Cloruro Método: Cloruro Método: Acido Método: Acido
estafioso/Perkin estafioso/Pharo 300 ascorbico/Perkin ascorbico/ Pharo
Elmer Lamba 11 Elmer Lamba 11 300
AC 97,785 % 97,950 % 97,691 % 97,908 %
AR 97,089% 97,284 % 97,295 % 97,333 %
L 97,797 % 97,941 % 97,866 % 97,893 %

Fuente: Esta investigacion
AC: Agua cruda
AR: Agua residual

L: Lixiviado
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Los porcentajes de fosforo total recuperado muestran que los métodos validados
presentan exactitud, es decir, que los valores obtenidos en la determinacion estan
proximos al valor verdadero. Porcentajes de recuperacion entre 97% y 98% son
considerados aceptables.'?

Ademas teniendo en cuenta que los %CV mostrados en las tablas 61, 62, 63 y 64
para cada matriz se encuentran por debajo del 5% indica que existe una baja
dispersion de los resultados con respecto al valor medio de las medidas, con lo
cual se confirma la exactitud de los métodos validados.

Por otra parte, para evaluar el sesgo se utilizé la Prueba t correspondiente a la
ecuacion 20. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 66. Determinacion del sesgo

METODO/EQUIPO Soluciones Patrén SESGO - Valor tealc
P1=0,2ppm 0,0460
Método: Acido ascoérbico — P2 = 2,0ppm 0,1345
Equipo Pharo 300 P3 = 50ppm 0,1396
Método: Acido ascérbico — P1=0,2ppm 0,0689
Equipo Perkin Elmer P2 = 2,0ppm 0,1410
Lambda 11 P3 = 50ppm 0,1462
P1=0,2ppm 0,0584
Método: Cloruro estafioso P2 =2,0ppm 0,1205
— Equipo Pharo 300 P3 = 50ppm 0,1264
Método: Cloruro estafioso P1=0,2ppm 0,0440
— Equipo Perkin Elmer P2 = 2,0ppm 0,1468
Lambda 11 P3 = 50ppm 0,1945

Fuente: Esta investigacion

El valor de tg005 cOn un contraste a 2 colas, es de 2,262, cumpliéndose que
teaculada<ttabulada- ES decir, no hay diferencias significativas, lo que indica que el
sesgo obtenido para los métodos analiticos utilizados (cloruro estafioso y acido
ascorbico) y las lecturas determinadas en los dos equipos espectrofotométricos
(Perkin Elmer Lambda 11 y Pharo 300), es aceptable con una veracidad
igualmente aceptable.

Para verificar si existen o no diferencias significativas entre los resultados
obtenidos mediante los dos métodos verificados (cloruro estafioso y acido
ascorbico) y entre los equipos utilizados para realizar los analisis (Perkin Elmer
Lambda 11 y Pharo 300) para la determinacion de la concentracién de las
muestras de agua cruda, de agua residual y de lixiviados, se hizo un analisis de

12AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATION, WATER
POLLUTION CONTROL FEDERATION.Op. cit., p 1-18.
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varianza mediante la opcibn comparaciéon de varias muestras del programa
estadistico Statgraphics Centurion XVI; los resultados se muestran a continuacion:

Tabla 67. Comparacion ANOVA

ANOVA
Fuente [Suma de Gl [Cuadrado Razon- |Valor-
., . Cuadrados Medio F P
Comparamo’n'dle resultados obtenidos Entre |6.75E-7 3 [2.25E-7 001 0.9993
del andlisis de Agua Cruda

grupos

Intra  [0,0012491 |36|0,0000346972

grupos

Total |[0,00124977 |39

(Corr.)

ANOVA
Fuente [Suma de Gl |Cuadrado Razén- |Valor-
Cuadrados Medio F P
Comparacién de resultados obtenidos Entre |0,000660675 (3 |0,000220225|0,01 0,9991
del analisis de Agua Residual grupos
Intra [1,09844 36|0,0305122
grupos
Total |1,0991 39
(Corr.)

ANOVA
Fuente [Suma de Gl |Cuadrado |Razoén- |Valor-P
., . Cuadrados Medio F
Comparacion de resultados obtenidos | =i o™150170009 |3 [0,00566696 [0,01 _|0,0985
del andlisis de Lixiviado

grupos
Intra 19,1737 36(0,532602
grupos
Total (19,1907 39
(Corr.)

Las variables evaluadas para cada tipo de muestra (agua cruda, agua residual y
lixiviado) fueron:

1. Concentracion determinada con el método colorimétrico Cloruro estafioso —
Equipo Pharo 300.

2. Concentracion determinada con el método colorimétrico Cloruro estafioso —
Equipo Perkin EImer Lambda 11.

3. Concentracion determinada con el método colorimétrico Acido ascorbico —
Equipo Pharo 300.

4. Concentracién determinada con el método colorimétrico Acido ascérbico —
Equipo Perkin Elmer Lambda 11.

A partir del andlisis de varianza para cada tipo de muestra se concluye que debido
a que el valor-P de la razén-F es mayor que 0,05, y a que el valor del Fcajculado <
Frabulado (3:36:005) = 2,866n0 existe una diferencia estadisticamente significativa
entre las medias de las 4 variables con un nivel del 95,0% de confianza.Los
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resultados obtenidos en la evaluacion de la exactitud de los métodos analiticos
validados permitieron ademas evidenciar que las muestras recolectadas para su
posterior analisis son representativas.

Habiendo evaluado todos los parametros de desempefio para la validacion de los
métodos colorimétricos Cloruro estafioso y Acido ascorbico, se puede asegurar
que el intervalo de trabajo comprendido entre las concentraciones 0,1y 1,2 ppm
de Fésforo demuestra adecuados niveles de precision, exactitud y linealidad.
4.2.1.2.7. Estimacion de la incertidumbre de medicion de Fésforo total.

1. Identificaciéon de las Fuentes de Incertidumbre

A continuacién, en la tabla 64 se muestran las fuentes de incertidumbre que
afectan la cuantificacion para el analisis de Fosforo total mediante los métodos
colorimétricos del cloruro estafioso y del acido ascérbico.

Tabla 68. Fuentes de incertidumbre para el analisis de Fosforo Total.

FUENTES

1. Preparacion de la solucién patron (50ppm de Fésforo)

a). Medicion de la masa de KH,PO, pesada.

b). Incertidumbre por resolucion de la balanza

c). Incertidumbre debida a la masa molar de KH,PO,

d). Preparacion de la solucion patron (Volumen final 1000mL)

e). Incertidumbre de la pureza del reactivo

2. Incertidumbre debida a la preparacién de la Solucién intermedia (10ppm de f6sforo) a
partir de la solucion patron de 50 ppm.

a). Incertidumbre factor de dilucién - Dilucién 20mL - 100mL

- Incertidumbre de la alicuota V1 (20 mL)

- Incertidumbre relativa del aforo V2 (100mL)

3. Incertidumbre debida a la concentracién de la Solucién de 1ppm de fésforo a partir de la
solucion de 10ppm.

a). Incertidumbre factor de dilucion - Factor de dilucién 10mL (V1) - 100mL (V2)

- Incertidumbre de la alicuota V1 (10 mL)

- Incertidumbre relativa del aforo V2 (100mL)

b). Precision Solucion Estandar 1ppm de Foésforo

- Repetibilidad de la solucién patron de 1ppm

- Reproducibilidad de la solucion patrén de 1ppm

4. Concentracion de Fésforo total medido en el instrumento a través de la curva de
calibracién

a). Curva de calibracién

b). Incertidumbre debida a la lectura del blanco

5. Precision de las muestras

a). Factor de dilucién (si es el caso)

b). Reproducibilidad

Fuente: Esta investigacion
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2. Estimacion de las fuentes que aportan incertidumbre para el método de
Fosforo total.

Célculos
1. Incertidumbre debida a la Concentracion de la Solucion patron (50 ppm)

Para a) la estimacion de la incertidumbre de la medicién de KH2PO4 pesada
y b) la resolucidn de la balanza se utilizaron las ecuaciones 22, 23, 24 y 25, los
resultados obtenidos se muestran a continuacion:

Tabla 69. Resultados de la estimacion de la incertidumbre de la medicion de
KH,PO, pesada y de la resolucion de la balanza.

Masa de KH,PO, Incertidumbre por resolucién de la
balanza:
Incertidumbre original U 0,000264783 0,0002646
Incertidumbre estandar uxi | 0,000132392 0,0001323
Incertidumbre combinada 0,000187165
UCxi
Incertidumbre relativa UR 0,000852689

Fuente: Esta investigacion

c) Incertidumbre debida a la masa molar de KH,PO,

Para la determinacion de la incertidumbre estandar de la masa molar del KH,POy,
primero se halla la incertidumbre estdndar de cada elemento, utilizando la
ecuaciéon 26, luego para calcular la incertidumbre estandar relativa (UR) se usa la
ecuacion 27, los resultados se presentan en la tabla 65.

Tabla 70. Incertidumbre estandar de los &tomos K, H, Py O

Elemento | Peso molar | Incertidumbre original | Incertidumbre estandar
K 39,0983 0,0001 5,7735E-05

H, 2,01584 0,00007 8,0829E-05

P 30,973761 | 0,000002 1,1547E-06

O, 63,9976 0,0003 6,93E-04

UR 5,14313E-06

Fuente: Esta investigacion

146




d. Preparacién de la solucion patron (volumen final 2000mL)

Se calculé a partir de la incertidumbre de tolerancia del material volumétrico,
aplicando la ecuacion 31.

Uy= 0,288675135

La estimacion de la incertidumbre relativa del Vn, se determiné de acuerdo a la
ecuacion32

Uvn= 0,000288675

e. Incertidumbre de la pureza del reactivo. (Ur)
En este caso a partir del certificado del reactivo KH,PO,4 emitido por el fabricante
(MERCK) se tiene que la pureza del reactivo es del 100%, por lo tanto la (Ur)=0

2. Incertidumbre debida a la preparacion de la Solucion intermedia (10ppm
de fésforo)

La solucién de 10ppm de Fosforo se prepard a partir de la solucién patrén de 50
ppm, por lo tanto para evaluar la incertidumbre debida a la preparacién de esta
solucion se tuvo en cuenta las incertidumbres debidas al factor de dilucion, para
los respectivos calculos se aplicaron las ecuaciones 28, 29, 30, 31 y 32, los
resultados se muestran a continuacion:

En este caso V1= 20mL (volumen de la alicuota) y V2= 100mL (volumen del aforo)

Tabla 71. Resultados incertidumbre debida a la preparacion de la solucion de
10ppm de fésforo.

Uv | 0,003163417
UT | 9,69948E-05
Uy | 0,023094011
UV1 | 0,001154726
Uv: | 0,015678038
Incertidumbre del aforo V2 (100 mL) | UT | 0,000969948
Uy | 0,057735027
UV2 | 0,000597588
Ufd= 5,80447E-05

V1 (20mL)

Fuente: Esta investigacion
Donde:

Uv= La incertidumbre relacionada con el efecto de la variabilidad o repetibilidad
del volumen medido
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UT= La incertidumbre relacionada con el efecto de la variacion de la temperatura
con respecto a la temperatura de calibracién del material volumétrico.

Uy= La incertidumbre estandar relacionada con la tolerancia del material
volumétrico

UV1= Incertidumbre de la alicuota

UV2= Incertidumbre del aforo

3. Incertidumbre debida a la concentracion de la Solucién de lppm de
fosforo.

Se identificaron 2 fuentes de incertidumbre: | Incertidumbre del factor de dilucion y
Il Incertidumbre de la precision de la solucion de 1ppm de fésforo, los respectivos
calculos se muestran a continuacion:

I. Incertidumbre del factor de dilucion: Se determina aplicando las ecuaciones
28, 29, 30, 31y 32, Los resultados se muestran a continuacion:

Tabla 72. Resultados incertidumbre debida a la preparacién de la solucidén de
1ppm de fésforo.

Uv: | 0,004530264
UT | 4,84974E-05
Uy | 0,011547005
UV1 | 0,001154906
Uv: | 0,015678038
Incertidumbre del aforo V2 (100 mL) | UT | 0,000969948
Uy | 0,057735027
UV2 | 0,000597588
Ufd= 0,000115491

V1 (10mL)

Fuente: Esta investigacion

2. Incertidumbre de la precision de la solucién de 1ppm de Fésforo: Se tuvo
en cuenta 2 fuentes de incertidumbre: 1. Incertidumbre de la repetibilidad
relacionada con las determinaciones que se hicieron en el dia 1 y Il. Incertidumbre
de la reproducibilidad, relacionada con las determinaciones realizadas en el dia 1
y dia 2. Para el célculo de la incertidumbre de la precisibn se aplicaron las
ecuaciones 36, 37, 38 y 39. Cabe resaltar que los calculos se hicieron para cada
método y para cada equipo. Los resultados se muestran a continuacion:
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Tabla 73. Incertidumbre asociada con la reproducibilidad de la solucion de 1ppm

de Fésforo

Tipo de | Acido ascoérbico | Acido ascérbico | Cloruro estafioso | Cloruro estafioso
incertidumbre —Perkin Elmer | —Pharo 300 —Perkin Elmer | — equipo Pharo

Lambda 11 Lambda 11 300

Urepetibilidad 0,001244761 0,001234981 0,001242523 0,001466877
Ureproducibilidad | 0,000776245 0,000858371 0,000680899 0,000825458
Uprecision 0,001466965 0,001503988 0,001416858 0,001683184

UR 0,001466965 0,001503988 0,001416858 0,001683184

Fuente: Esta investigacion

Tabla 74. Incertidumbre relativa combinada de la solucion de 1ppm de Fésforo

Tipo de | Acido ascérbico — | Acido ascorbico — | Cloruro estafioso | Cloruro estafioso
incertidumbre Perkin Elmer | Pharo 300 —Perkin Elmer | — equipo Pharo
Lambda 11 Lambda 11 300
UCR 0,001471504 0,001508416 0,001421557 0,001687141

Fuente: Esta investigacion

4. Concentracion de Foésforo total medido en

curva de calibracién

el instrumento a través de la

Se identificaron dos fuentes de incertidumbre: I. Incertidumbre de debida a la
curva de calibracion y Il. Incertidumbre debida a la lectura del blanco, esta Gltima
se tiene en cuenta solo si el método aplica la correccién del blanco en la ecuacién
de resultado final como en este caso. Para su respectivo calculo se aplicaron las
ecuaciones 33, 34y 35.

Los calculos se hicieron para cada método y para cada equipo. Los resultados se
muestran a continuacion:

Tabla 75. Incertidumbre asociada con la concentracion de Fésforo total medido en
el instrumento a través de la curva de calibracion.

Tipo de | Acido ascérbico — | Acido ascorbico — | Cloruro estafioso | Cloruro estafioso

incertidumbre Perkin Elmer | Pharo 300 —Perkin Elmer | — equipo Pharo
Lambda 11 Lambda 11 300

Uy(p7) 0,005285994 0,006546538 0,011536955 0,011681461

Ublanco 0,0002828 0,000301611 0,000153528 0,000156717

URC 0,005293554 0,006553483 0,011537976 0,011682512

Fuente: Esta investigacion
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5. Incertidumbre de la precision de las muestras

Para el célculo de la incertidumbre de la precision se aplicaron las ecuaciones 36,
37,38y 39.

Asi mismo se calcularon las incertidumbres relativas de los factores de dilucion
para las muestras de agua residual (para la cual se hizo una dilucion de 5mL (V1)
en 100mL (V2)) y de lixiviado (para la cual se hicieron 2 diluciones (dilucién 1:
20mL (V1) en 50mL (V2) y dilucion 2: 2mL (V1) en 100mL (V2); para el calculo de
las estimaciones de la incertidumbre del factor de dilucion se aplicaron las
ecuaciones 28, 29, 30, 31y 32.

Los célculos se hicieron para cada matriz (agua cruda, agua residual y lixiviado),
para cada método y para cada equipo, los resultados se muestran a continuacion:

Muestra de agua cruda

En la tabla 76 se muestran los resultados del célculo de la incertidumbre estandar
de precision e incertidumbre relativa de precision para la muestra de agua cruda
en cada método y equipo.

Tabla 76.Incertidumbre de la precision de la muestra de agua cruda

Acido Acido Cloruro Cloruro
Matriz _ Tipo de ascc?rbico - ascorbico — este}ﬁoso - est_aﬁoso -
incertidumbre Perkin Elmer Pharo 300 Perkin EImer | equipo Pharo
Lambda 11 Lambda 11 300
Agua Uprecision 0,002011401 | 0,001995598 | 0,001654598 | 0,00183017
cruda UR 0,014069007 | 0,013998995 | 0,011576338 | 0,012812448

Fuente: Esta investigacion

Muestra de agua residual

Tabla 77.Incertidumbre relacionada con el factor de dilucién

Volumen | Tipo de incertidumbre | Resultado
Uv 0,001549068
Vi ut -2,42487E-05
Uy 0,017320508
uvi 0,00347803
Uv 0,015678038
V2 uTt 0,000969948
Uy 0,057735027
uv2 0,000597588
uUfd 0,000695632

Fuente: Esta investigacion
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Tabla 78.Incertidumbre de la precision de las muestras de agua residual

Acido Acido Cloruro Cl(zruro
Tipo de ascorbico — ascorbico — estafioso — estanoso —
incertidumbre Perkin Elmer Pharo 300 Perkin Elmer equipo
Lambda 11 Lambda 11 Pharo 300
Uprecisién 0,054223388 0,054828367 | 0,056485861 | 0,055397131
UR 0,013356754 0,01349201 | 0,013931468 | 0,013665367
URC 0,013374856 0,013509931 0,01394882 0,01368306
Fuente: Esta investigacion
Muestra de lixiviado
Tabla 79.Incertidumbre relacionada con el factor de dilucion
Diluciéon Volumen . Tlpo de Resultado
incertidumbre
Uv 0,003163417
V1 uT 9,69948E-05
Uy 0,023094011
. uvi 0,001154726
1:20mL (V1) en Uv 0,006456214
50mL (V2)
V2 uT 0
Uy 0,034641016
uv2 0,000704737
Ufd, 5,94318E-05
Uv 0,010398737
uT 0
vi Uy 0,005773503
_ uvi 0,005986509
2'1%%1; IE\Q/)Z()%” Uv 0,015678038
V2 uT 0,000969948
Uy 0,057735027
uv2 0,000597588
ufd, 0,002993261
Incertidumbre co.rnb|.r1,ada Ufd 0,002993851
Del factor del dilucién

Fuente: Esta investigacion
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Tabla 80.Incertidumbre de la precision de las muestras de lixiviado

Acido Acido Cloruro Cloruro
Tipo de ascorbico — ascorbico — estafioso — estafoso —
incertidumbre Perkin Elmer Pharo 300 Perkin Elmer equipo
Lambda 11 Lambda 11 Pharo 300
Uprecision 0,226978061 | 0,227736501 | 0,240733997 | 0,227461195
UR 0,010106282 | 0,010118075 | 0,010696291 | 0,010120157
URC 0,010540402 0,01055171 0,01110737 0,01055371

Fuente: Esta investigacion

INCERTIDUMBRE ESTANDAR COMBINADA EN EL ANALISIS DE FOSFORO
TOTAL

Se calculé utilizando la ecuacion 40

Los célculos se hicieron para cada matriz (agua cruda, agua residual y lixiviado),
para cada método evaluado (método de acido ascorbico y método del cloruro
estafioso) y para cada equipo en el que se hicieron las determinaciones (Perkin
Elmer Lambda 11 y Pharo 300).

Tabla 81. Resultados incertidumbre combinada

Acido ascérbico — A,C'O!O Cloruro estafioso — | Cloruro estafioso
. ascorbico - . ;
Perkin Elmer Pharo 300 Perkin Elmer —equipo Pharo
Lambda 11 Lambda 11 300

UC Agua 0,015130691 0,015556642 0,011660024 0,017444202

cruda
UC Agua 0,014487499 0,015114414 0,018184437 0,0180933
residual

. UC 0,011920609 0,012540568 0,016108315 0,015859447
Lixiviado

Fuente: Esta investigacion
UC: Incertidumbre combinada

EXPRESION DE LOS RESULTADOS
Incertidumbre Estandar Combinada:

Desarrollando el factor (UC * [PrJmuestra * 2) de la ecuacion 43 para cada matriz,
método y equipo se obtuvieron los siguientes resultados:
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Tabla 82. Desarrollo del factor (UC * [Pr]muestra * 2)

Acido ascérbico | Acido ascorbico es(t:;%rc;lsrg N Cloruro
—Perkin Elmer —Pharo 300 Perkin Elmer estafioso —
Lambda 11 Lambda 11 Pharo 300
(uc+
[Prlmuestra * 2) 0,004326 0,004435 0,003333 0,004984
para Agua cruda
(uc+
[Primuestra * 2) 0,11763 0,1228 0,1475 0,1467
para Agua
residual
(UC*
[Pr]muestra * 2) 0,5355 0,5645 0,7251 0,7129
para Lixiviado

Fuente: Esta investigacion

Aplicando la ecuacion 43 y teniendo en cuenta los resultados mostrados en la
tabla 82 acerca del desarrollo del factor (UC * [PrJmuestra * 2) se tiene:

Método del Acido ascorbico — Equipo Perkin Elmer Lambda 11
[PrJmuestra de agua cruda= 0,14297+ 0,004326= (0,13864 - 0,14729)
[Pr]Jmuestra de agua residual= 4,05962 + 0,11763= (3,94200 - 4,1773)
[Pr]muestra de lixiviado= 22,45911 + 0,5355= (21,92365 - 22,99456)

Método del Acido ascérbico — Equipo Pharo 300

[PrJmuestra de agua cruda= 0,14255 + 0,004435= (0,13812 - 0,14699)
[PrJmuestra de agua residual= 4,0638 + 0,1228= (3,9409 - 4,1866)
[Pr]Jmuestra de lixiviado= 22,508 + 0,5645= (21,943 - 23,072)

Método del Cloruro estafioso — Equipo Perkin EImer Lambda 11
[Pr]Jmuestra de agua cruda= 0,14293 + 0,003333= (0,13960 - 0,14626)
[PrJmuestra de agua residual= 4,05455 + 0,1475= (3,90709 - 4,202)
[Pr]Jmuestra de lixiviado= 22,50631 + 0,7251=(21,78123 - 23,23138)

Método del Cloruro estafioso — Equipo Pharo 300
[PrJmuestra de agua cruda= 0,14284 + 0,004984= (0,13786 - 0,14783)
[PrJmuestra de agua residual= 4,05383 + 0,1467= (3,90714 - 4,201)
[Pr]muestra de lixiviado= 22,47605 + 0,7129= (21,76314 - 23,18897)

» Contribuciones ala incertidumbre del analisis de Fosforo Total

A continuacion se muestran las graficas de las contribuciones a la incertidumbre
del andlisis de fésforo total determinado en cada matriz (agua cruda, agua residual
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y lixiviado) mediante cada método colorimétrico validado (cloruro estafioso y acido
ascorbico) y equipo (Perkin EImer Lambda 11 y Pharo 300).

Donde:

1: Incertidumbre total

2. Incertidumbre debida a la concentracion de la Solucion patron de fésforo
(50ppm)

3: Incertidumbre debida a la concentracion de la Solucion intermedia (10ppm)

4: Incertidumbre debida a la Concentracion de la Solucion Estandar (1ppm)

5: Incertidumbre de la concentracion de Fésforo total medido en el instrumento a
través de la curva de calibracion

6: Incertidumbre de la precisién de las muestras.

Grafica 13.Contribuciones a la incertidumbre del Gréafica 14.Contribuciones a la incertidumbre del
analisis de Fosforo Total - Agua Cruda - Método analisis de Fosforo Total — Agua Cruda -
Acido Ascorbico - Equipo Perkin EImer Lambda Método Acido Ascdérbico — Equipo Pharo 300

R N W A~ O

0,021 0,023

Grafica 15.Contribuciones a la incertidumbre del Gréfica 16.Contribuciones a la incertidumbre del
andlisis de Fésforo Total — Agua Cruda - Método andlisis de Fosforo Total — Agua Cruda - Método
Cloruro Estafioso — Equipo Perkin EImer Lambda Cloruro Estafioso — Equipo Pharo 300

11

R N W A~ U
R N Wb 1O

0,025 0,027

154



Grafica 17.Contribuciones a la incertidumbre del Gréafica 18.Contribuciones a la incertidumbre del

andlisis de Foésforo Total — Agua Residual - analisis de Fosforo Total —

Agua Residual -

Método Acido Ascorbico — Equipo Perkin Elmer Método Acido Ascérbico — Equipo Pharo 300

Lambda 11

0,021

= N W o

0,022

Gréafica 19.Contribuciones a la incertidumbre
del analisis de Fosforo Total — Agua Residual -

Método Cloruro Estafioso — Equipo Perkin Elmer

Lambda 11

Grafica 20.Contribuciones a la incertidumbre
del andlisis de Fosforo Total — Agua Residual -
Método Cloruro Estafioso — Equipo Pharo 300

0,022

,027

Grafica 21. Contribuciones a la incertidumbre
Qel andlisis de Foésforo Total - Lixiviado - Método
Acido Ascdrbico — Equipo Perkin EImer Lambda
11

Grafica 22. Contribuciones a la incertidumbre
del anéljsis de Fosforo Total - Lixiviado -
Método Acido Ascérbico — Equipo Pharo 300

0,018

0,019
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Grafica 23. Contribuciones a la incertidumbre Grafica 24. Contribuciones a la incertidumbre
del analisis de Foésforo Total - Lixiviado - Método del analisis de Fésforo Total - Lixiviado -
Cloruro Estafloso — Equipo Perkin Elmer Método Cloruro Estafioso — Equipo Pharo 300
Lambda 11

0,011
0,011

R, N WA U O
R, N WA~ U O

0,025 0,024

Los calculos realizados para la estimaciéon de la incertidumbre y las graficas
anteriores en donde se muestran las contribuciones a la incertidumbre del analisis
de fésforo total, permitieron demostrar que de las fuentes de la incertidumbre de
medicion identificadas para los dos métodos colorimétricos validados (Cloruro
estafioso y Acido ascoérbico), las que contribuyeron en mayor proporcién fueron la
incertidumbre debida a la concentracion de Fosforo total medido en el instrumento
a través de la curva de calibracion y la incertidumbre de la precision de las
muestras, sin embargo a partir de los resultados obtenidos en el proceso de
validacion relacionados con la evaluacion de la exactitud de los métodos
analiticos indicaria que la incertidumbre no es significativa.

Finalmente después de realizar la validacion de los métodos analiticos antes
mencionados y la estimacion de la incertidumbre de la medicion, se elaboraron las
guias de analisis para cada método validado (una para el método colorimétrico del
cloruro estafioso y otra para el método colorimétrico del acido ascorbico). Estos
documentos le permitieron al Laboratorio de Andlisis Quimico y Aguas dar
cumplimiento a los requisitos establecidos en la NTC/ISO/IEC 17025:2005, ya que
ademas de la implementacion, es importante que todas las actividades que se
desarrollen dentro del laboratorio se encuentren debidamente documentadas.
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CONCLUSIONES

Los resultados del diagnostico de la situacion actual en el Laboratorio de Analisis
Quimico y Aguas de la Universidad de Narifio con respecto al parametro de
fésforo total, indican el cumplimiento del 82% de los Requisitos de Gestion y el
71%de los Requisitos Técnicos. Sin embargo se hizo evidente el incumplimiento
del numeral 5.4 de la norma que hace referencia a la validacion de los métodos y
a la estimacion de la incertidumbre.

La efectividad del plan de accién implementado por el Laboratorio de Analisis
Quimico y Aguas de la Universidad de Narifio se evidencié con los resultados
emitidos por la auditoria de re-acreditacion realizada por el IDEAM, puesto que los
hallazgos no conformes se redujeron en un 65%.

Con base en 4 criterios de aceptacion para la linealidad (coeficiente de correlacion
r = 0.995, calculo de la correlacion lineal significativa, intercepto=0 y el andlisis de
varianza), se pudo concluir que la linealidad O6ptima para los métodos
colorimétricos del cloruro estafioso y del &cido ascérbico se encuentra
comprendida entre las concentraciones 0,1 ppm y 1,2 ppm; entre estos valores de
concentracion el analisis de las muestras se considera confiable.

La evaluacion de la sensibilidad de los métodos verificados se hizo aplicando el
contraste de significacion t student y calculando T para un nivel de confianza del
95% a dos colas y n-2 grados de libertad. Como resultado para todos los casos
(métodos colorimétricos: cloruro estafioso y &cido ascorbico — equipos:
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 11 y espectrofotdmetro Pharo 300), se
obtuvo que el Tcaiculado™TTabulado, 10 que permite concluir que el modelo lineal de los
meétodos analiticos validados responden a los cambios de concentracion.

Los resultados obtenidos en la evaluacién de la precision de los métodos
analiticos mediante el parametro HorRat, al encontrarse por debajo de 0,2 indican
gue existe una baja dispersion de los resultados con respecto al valor medio de las
medidas, debido a que existe una adecuada formacion y experiencia en la
medicion, implicando que los resultados obtenidos indiquen que el método
aplicado entrega resultados repetibles y reproducibles a lo largo del intervalo de
concentraciones evaluadas; de igual forma el resultado del ANOVA demuestra que
el hecho de variar los factores dia, método y equipo no afectan significativamente
las estimaciones.

El parAmetro exactitud se evalué determinando el porcentaje de recuperacién, asi

como también se calculo el sesgo, obteniéendose como resultado porcentajes de
recuperacion entre el 97% y el 98%, los cuales son considerados buenos; en tanto
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qgue para el sesgo el t.5 fue menor al t; o que indica que el sesgo obtenido para
los métodos utilizados es aceptable.

La comparacion de los métodos analiticos validados mediante la evaluacion de los
criterios de aceptacion de linealidad y sensibilidad demostraron que el método
colorimétrico del &cido ascorbico presenté mejores resultados, lo que indica que
presenta mayor linealidad y sensibilidad que el método colorimétrico del cloruro
estafoso.

Mediante la validacion de los dos métodos usados para el andlisis de fésforo total
en aguas Y lixiviados y con la estimacion de la incertidumbre de medicién asociada
a éstos métodos colorimétricos, se asegura la calidad analitica de los resultados,
debido a que se demostro y evalu6 de manera objetiva y documentada la validez
de los procedimientos utilizados para generar datos confiables.
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APORTES

El presente trabajo de grado representa un significativo paso en la busqueda de la
acreditacion del parametro fésforo total debido a que con la validacion de los dos
meétodos analiticos usados para su determinacion, se logré ampliar el alcance del
Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas.

Como resultado de la validacion de los métodos colorimétricos del cloruro
estafoso y del acido ascérbico, se complemento el instructivo de validacion de los
métodos analiticos existente en el Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas de la
Universidad de Narifio, se elaboraron las guias de analisis de los dos métodos
validados, se documentaron e implementaron los métodos colorimétrico validados
cumpliendo con los requisitos técnicos y de gestion establecidos en la
NTC/ISO/IEC 17025. A través del desarrollo de este trabajo de grado, se demostro
gue los métodos analiticos para determinar fésforo total usados por el Laboratorio
de Analisis Quimico y Aguas, son apropiados para el uso especifico previsto.

El método desarrollado en este trabajo de grado para la estimacion de la
incertidumbre constituye un aporte importe para la complementacién del instructivo
de la estimacion de la incertidumbre elaborado por el Laboratorio de Analisis
Quimico de Aguas de la Universidad de Narifio.
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RECOMENDACIONES

El éxito de la implementacién de los resultados obtenidos en este trabajo de
grado, depende del compromiso de la alta direccién del Laboratorio de Analisis
Quimico y Aguas en cuanto a la implementacion y mantenimiento del sistema de
gestion de calidad se refiere, mediante la planificacibn de cronogramas de
validacion de los métodos analiticos y de auditorias internas, la ejecucion de
programas de capacitacion relacionados con la NTC/ISO/IEC 17025 y la
programacion de reuniones con el fin de evaluar el cumplimiento de esta norma
internacional. Igualmente es importante hacer este proceso extensivo a todo el
personal que hace parte de la seccibn de Laboratorios y Equipos de la
Universidad de Narifio, ya que el aseguramiento de la calidad es una filosofia que
se debe evidenciar en todos los procesos del laboratorio, lo que implica un
esfuerzo grande para conseguir los objetivos propuestos.

Experimentalmente es importante establecer las condiciones de andlisis a las
cuales un método analitico funciona adecuadamente y con ello generar resultados
confiables. Tanto para el método colorimétrico del Cloruro Estafioso como para el
del Acido Ascorbico, la creacion de un ambiente oxidante es esencial para la
completa conversion de las diferentes formas de fosforo a ortofosfato; por tanto las
etapas criticas de estos métodos analiticos, fueron el proceso de digestion con
acido perclorico y el cambio de pH. Aunque para mitigar estos problemas y si el
laboratorio cuenta con la infraestructura y equipos necesarios, por razones de
facilidad, simplicidad y precision, se pueden buscar alternativas como la digestion
alcalina o acida de las muestras con persulfato usando autoclave o calentamiento
en microondas.
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